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RESUMO

A bioprospeccao de fungos endofiticos para a producao de compostos bioativos representa
uma alternativa sustentavel comparada a utilizagdo de substancias sintéticas. Diante do
avanco da resisténcia antimicrobiana, da necessidade de novas descobertas e de solugdes
mais ecoldgicas nos diferentes setores produtivos, este trabalho teve como principal
objetivo a avaliacao do potencial biotecnoldgico de fungos endofiticos associados a Coffea
arabica L. para a produgdo de enzimas e compostos antimicrobianos. Quarenta e cinco
fungos endofiticos foram isolados de folhas sadias coletadas em Alfenas e Campestre (MG,
Brasil), atingindo uma frequéncia de isolamento de 56,3%. A caracterizagdo morfoldgica
preliminar revelou uma diversidade de fungos, incluindo estruturas compativeis com
Aspergillus spp. (codigo CfP4F3B2) e fungos produtores de pigmentos, presentes em 53,5%
dos isolados. A triagem enzimdtica em meio s6lido mostrou predominancia de atividade
lipolitica, na qual 76,7% dos isolados foram positivos para lipase utilizando Tween® 20,
com destaque para os isolados CfP4F1B1 (IE=5,37), CfP4F3B2 (IE=4,81) e CfP4F3B1
(IE=4,50). As frequéncias de fungos com atividade proteolitica, celulolitica, pectinolitica e
amilolitica foram de 37,2%, 25,6% e 2,3%, respectivamente, sendo a ultima a menos
expressa. Na avaliacdo antimicrobiana, utilizando o método de bloco de agar, o isolado
CfP1F3A apresentou um halo de inibi¢do de 33,8 mm, enquanto o isolado CfP3F1Al
apresentou um halo de 24,8 mm contra Staphylococcus aureus. O isolado CfP4F4A1
apresentou um halo de 15,2 mm contra Candida albicans, indicando atividade antifingica.
O fungo CfP1F3A foi selecionado para cultivo em meio estatico e agitado. O cultivo
estatico favoreceu maior acimulo de biomassa e metabdlitos secunddrios. A andlise
cromatografica por CCD dos extratos acetato de etila obtidos, revelou a presenca de
metabolitos sob luz UV e reativos ao anisaldeido e ao acido fosfomolibdico, indicando
substancias com potencial bioatividades. Essas descobertas reforcam a importancia
biotecnoldgica dos fungos endofiticos de Coffea arabica, tanto para a produgdo de enzimas

e antimicrobianos quanto para novos metabolitos de interesse industrial e farmacéutico.

Palavras-chave: Coffea arabica, bioprospec¢do, atividade enzimatica, atividade

antimicrobiana e fungos endofiticos.



ABSTRACT

Bioprospecting endophytic fungi for the production of bioactive compounds represents a
sustainable alternative compared to the use of synthetic substances. Given the increasing
antimicrobial resistance, the need for new discoveries, and more ecological solutions in
different productive sectors, this work aimed to evaluate the biotechnological potential of
endophytic fungi associated with Coffea arabica L. for the production of enzymes and
antimicrobial compounds. Forty-five endophytic fungi were isolated from healthy leaves
collected in Alfenas and Campestre (MG, Brazil), achieving an isolation frequency of
56.3%. Preliminary morphological characterization revealed a diversity of fungi, including
structures compatible with Aspergillus spp. (code CfP4F3B2) and pigment-producing fungi,
present in 53.5% of the isolates. Enzymatic screening on solid media showed a
predominance of lipolytic activity: 76.7% of the isolates were positive for lipase using
Tween® 20, with isolates CfP4F1B1 (IE=5.37), CfP4F3B2 (IE=4.81), and CfP4F3BI
(IE=4.50) standing out. The frequencies of fungi with proteolytic, cellulolytic, pectinolytic,
and amylolytic activity were 37.2%, 25.6%, and 2.3%, respectively, with the latter being
the least expressed. In the antimicrobial evaluation, using the agar block method, the
CfP1F3A isolate showed a 33.8 mm inhibition halo, while the CfP3F1A1 isolate showed a
24.8 mm halo against Staphylococcus aureus. The CfP4F4A1 isolate showed a 15.2 mm
halo against Candida albicans, indicating antifungal activity. The CfP1F3A fungus was
selected for cultivation in static and stirred media. Static cultivation favored greater
accumulation of biomass and secondary metabolites. TLC analysis of the ethyl acetate
extracts revealed the presence of metabolites under UV light and reactive to anisaldehyde
and phosphomolybdic acid, indicating substances with potential bioactivity. These findings
reinforce the biotechnological potential of endophytic fungi from Coffea arabica, both for
the production of enzymes and antimicrobials, and for new metabolites of industrial and

pharmaceutical interest.

Keywords: Coffea arabica, bioprospecting, enzymatic activity, antimicrobial activity and

endophytic fungi.



RESUMEN

La bioprospeccion de hongos endofitos para la producciéon de compuestos bioactivos
representa una alternativa sostenible en comparacion con el uso de sustancias sintéticas.
Dada la creciente resistencia a los antimicrobianos, la necesidad de nuevos descubrimientos
y soluciones més ecoldgicas en diferentes sectores productivos, este trabajo tuvo como
objetivo evaluar el potencial biotecnoldgico de los hongos endoéfitos asociados a Coffea
arabica L. para la produccién de enzimas y compuestos antimicrobianos. Se aislaron 45
hongos endofiticos de hojas sanas recolectadas en Alfenas y Campestre (MG, Brasil),
alcanzando una frecuencia de aislamiento del 56,3%. La caracterizacion morfologica
preliminar revelo una diversidad de hongos, incluidas estructuras compatibles con
Aspergillus spp. (codigo CfP4F3B2) y productores de pigmentos, presentes en el 53,5 % de
los aislados. El cribado enzimatico en medio sélido presento predominancia de actividad
lipolitica: el 76,7% de los aislados fueron positivos para lipasa utilizando Tween® 20,
destacandose los aislados CfP4F1B1 (IE=5,37), CfP4F3B2 (IE=4,81) y CfP4F3B1
(IE=4,50). Las frecuencias de hongos con actividad proteolitica, celulolitica, pectinolitica y
amilolitica fueron del 37,2 %, 25,6 % y 2,3 %, respectivamente, siendo estas ultimas las
menos expresiva. En la evaluacion antimicrobiana, mediante el método de agar en bloque,
el aislado CfP1F3A presenta 33,8 mm de halo de inhibicion, mientras que el aislado
CfP3F1A1 mostr6 un halo de 24,8 mm frente a Staphylococcus aureus. El aislado
CfP4F4A1 presenta un halo de 15,2 mm contra Candida albicans, lo que indica accidon
antifungica. El aislado CfP1F3A bajo condiciones estaticas y agitadas evidenciaron que la
fermentacion estatica favorece una mayor acumulacion de biomasa y metabolitos
secundarios. El andlisis cromatografico por CCD de los extractos obtenidos revelo la
presencia de metabolitos visibles bajo luz UV y reactivos al anisaldeido y &cido
fosfomolibdico, lo que indica sustancias con estructuras potencialmente activas. Estos
hallazgos refuerzan el potencial biotecnologico de los hongos endofiticos de Coffea
arabica, tanto para la produccion de enzimas e inhibidores antimicrobianos como para

nuevos metabolitos de interés industrial y farmacéutico.

Palabras claves: Coffea arabica, bioprospeccion, actividad enzimatica, actividad

antimicrobiana y hongos endofitos.
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1. INTRODUCAO

Do ponto de vista cientifico, o género Coffea desperta grande interesse, devido a
diversidade e complexidade quimica de seus constituintes. Estudos demonstram que as folhas,
sementes e frutos dessas plantas contém compostos bioativos como ligninas, terpenos,
alcaloides (como a cafeina), melanoidinas, acidos clorogénicos e diversos polifenois. Esses
compostos tém sido associados as propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antimicrobianas, antitumorais e neuroprotetoras, reforcando a importancia do café como fonte

de moléculas de interesse farmacologico, nutracéutico e biotecnoloégico (Chen, 2019).

Espécies das plantas Coffea arabica e Coffea canephora (conhecida como robusta) sdo
amplamente cultivadas em diversos paises tropicais e apresentam destaque no setor econdmico.
O café ¢ uma das culturas agricolas mais importantes do mundo, sendo cultivado em mais de
70 paises, principalmente Brasil, Vietnd, Colémbia, Indonésia e Etidopia, como os maiores
produtores respectivamente, responsaveis pela producdo global da bebida, correspondendo a
cerca de 70% da produgdo global (Peruzzolo, da Cruz e Ronqui, 2019). No Brasil, o café
desempenha papel estratégico na economia, representado uma das principais commodities

agricolas de exportagdo e fonte de subsisténcia para milhdes de produtores.

Para além do impacto econdmico, o café ocupa um lugar central na cultura de diversas
nagdes. Seu consumo diario, em diferentes formas e contextos sociais, esta profundamente
enraizado em habitos culturais, celebragdes, rituais familiares e praticas cotidianas (Garvin,
2021). Em paises como Brasil, Italia, Colémbia, Etidpia e Japao, o ato de tomar café transcende
o valor nutricional ou energético e se torna um elemento simbodlico de sociabilidade,
hospitalidade e identidade. Festivais do café, rotas turisticas e expressoes artisticas relacionadas

a bebida reforgam sua importancia como patrimdnio cultural imaterial.

A espécie C. arabica foi selecionada neste trabalho devido ao crescente interesse
despertado nas ultimas décadas e ao seu impacto econdmico. Os fungos endofiticos associados
a C. arabica apresentam uma diversidade particularmente atraente para a pesquisa
biotecnoldgica nas areas agricola e farmacéutica, destacando-se de outras espécies de Coffea
pela abundancia de metabolitos bioativos e enzimas de interesse (Mourdo ef al., 2025). Além
disso, o recente interesse na microbiota da C. arabica aumentou, o que permite comparar e
contextualizar os parametros e possibilitar o fornecimento de solugdes sustentaveis para a

agricultura, a medicina e a industria (Asad ef al., 2023; Fu et al., 2025).
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Dentro desse universo microbiano, os fungos endofiticos se destacam como
componentes ainda pouco explorados, embora fundamentais para a ecologia do cafeeiro.
Microrganismos que habitam os tecidos internos das plantas sem causar danos aparentes ao
hospedeiro, mantém uma relacdo mutualistica com a planta, fornecendo beneficios como
promocao do crescimento vegetal, inducdo de resisténcia a fatores de estresse abidtico (como
seca, salinidade e temperatura) e bidtico (como pragas e patdogenos) (Cheng, 2022). Tais efeitos
positivos estdo relacionados a capacidade desses microrganismos em produzir metabolitos
secundarios bioativos, os quais desempenham fungdes ecologicas e apresentam potencial para

aplicacdes nas areas agricola, médica e industrial.

A microbiota associada ao Coffea arabica, especialmente em regides tropicais e
subtropicais do Brasil, constitui uma fonte natural de microrganismos com capacidade de
produzir substancias de interesse biotecnoldgico (Ruta e Farcasanu, 2021; De Carvalho et al.,
2025). Dentre esses microrganismos, os fungos endofiticos vém sendo amplamente estudados
devido a sua habilidade de sintetizar enzimas extracelulares (como celulases, lipases, amilases
e proteases) e compostos antimicrobianos (Cheng, 2022). A bioprospeccdo desses fungos
representa uma alternativa sustentavel a utilizacdo de substancias sintéticas, especialmente
diante do avango da resisténcia antimicrobiana e da necessidade de solugdes mais ecoldgicas

nos diferentes setores produtivos.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo realizar uma triagem de fungos
endofiticos isolados de plantas Coffea arabica, como produtores de biomoléculas, tanto
enzimas como antimicrobianos de interesse biotecnologico para possiveis aplicacdes em

agricultura, indistria e medicina.
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1.2.. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de fungos endofiticos isolados do café (Coffea arabica) para a

producdo de enzimas e de antimicrobianos.

2.2 Objetivos Especificos

a. Obter, purificar e verificar a viabilidade de isolados endofiticos de folhas de C. arabica.

b. Determinar a capacidade dos isolados em produzir enzimas extracelulares (lipase,
celulase, amilase, pectinase e protease) em meio sélido.

c. Avaliar a atividade antimicrobiana dos isolados e selecionar aqueles com maior
potencial para cultivo em meio liquido.

d. Cultivar o fungo com atividade antimicrobiana em meio liquido.

e. Realizar extragdo liquido-liquido com acetato de etila do meio de cultivo para extracdao
dos metabolitos extracelulares.

f. Realizar extra¢ao do micélio fingico com acetato de etila para obten¢do dos metabolitos
intracelulares.

g. Realizar uma avaliagdo preliminar dos metabolitos presentes nos extratos organicos do

fungo selecionado por CCD (Cromatografia em Camada Delgada).
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2.3. 3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Fungos Endofiticos

Os fungos sao um grupo de microrganismos diversos, presentes em todos os
ecossistemas, intervindo em diversos processos metabodlicos que permitem o equilibrio em
diferentes sistemas vivos. Na vida humana podem participar de processos favoraveis ou
prejudiciais. Dentre os processos favoraveis podem-se citar a fabrica¢ao de alcoois, aguardente,
vinho, pao, glicerol, vitaminas, alcaloides, pigmentos, antimicrobianos, cervejas € uma
variedade de enzimas. Alguns fungos filamentosos estdo envolvidos na fabricagdao de acidos
organicos como o citrico, glucénico, oxalico e latico, produzidos por espécies como:
Aspergillus niger, Penicillium purpurogenum, Rhizopus oryzae; de vitaminas (Aspergillus
niger), de antibidticos (Penicillium chrysogenum), de queijos (Penicillium camemberti,
Penicillium roqueforti) e de enzimas (Aspergillus spp., Trichoderma spp., Chaetomium spp.),
sendo importantes também na agricultura, no controle de pragas ou mesmo no desenvolvimento
e crescimento das plantas. No entanto, podem participar de processos prejudiciais como no
parasitismo em espécies vegetais, se comportando como fitopatogenos causando doengas nas
plantas ou mesmo em animais ¢ humanos causando micoses profundas ou superficiais (Esposito

e Azevedo, 2004; Alder—Rangel et al., 2020).

Ao se considerar o meio onde crescem, alguns fungos vivem dentro das plantas e sao
conhecidos como fungos endofiticos, sendo um tipo de fungo que vive no interior dos tecidos
das plantas sem causar danos ao vegetal, podendo ser encontrados em uma ampla variedade de
plantas, incluindo arvores, ervas e culturas agricolas (Fontana et al., 2021; De Andrade, 2024).
Os microrganismos endofiticos, sao capazes de produzir uma ampla variedade de metabdlitos

secundarios bioativos semelhantes aos sintetizados pelas proprias plantas. Essa capacidade
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biossintética permite a exploracdo desses compostos sem a necessidade de coleta intensiva ou
destrutiva de espécies vegetais, especialmente aquelas ameagadas de extincdo ou de
crescimento lento. Assim, os end6fitos surgem como uma alternativa promissora na prospecc¢ao
de novos farmacos, ndo apenas por sua diversidade metabdlica e adaptabilidade, mas também
por promoverem uma abordagem mais sustentavel e ética (Cheng ef al., 2020; Cheng et al.,

2022).

A relagdo que existe entre o endofito e sua planta hospedeira permite que o fungo
endofitico seja capaz de produzir metabdlitos bioativos, permitindo aumentar a sobrevivéncia
de ambos os organismos (Esposito e Azevedo, 2004; Deshmukh et al., 2018; Chen, 2019;
Kharwar et al., 2025). Embora alguns endéfitos tenham um papel simbiotico, algumas espécies
sdo consideradas oportunistas e aguardam a senescéncia da planta para aproveitar a colonizagao
do tecido vegetal (Vicente ef al., 2021; Krachenko et al., 2024). Por exemplo, quando uma
planta nasce no local onde existia uma planta em decomposicao, os fungos endofiticos dela
podem colonizar a nova planta. Enquanto, um endo6fito mutualista proporciona a planta um
potencial adaptativo diante de condi¢des adversas de estresse, sejam elas abidticas (salinidade,
acidez, seca e alta temperatura) ou bioticas (pragas e patégenos) (Solis-Perez et al., 2023; Zhang
et al., 2024). A Figura 1 ilustra alguns dos beneficios gerados entre os endofitos e seus

hospedeiros.

Figura 1 - Interagdo entre plantas e microrganismos endofiticos.
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Fonte: Do autor (2025). Figura adaptada de Servier Medical Art (http://https://smart.servier.com/) e Canva®.

A colonizacao pelos endoéfitos ¢ realizada por producao de enzimas extracelulares que,
juntamente com metabolitos secundarios, podem degradar a parede celular da planta e
neutralizar suas defesas quimicas (Suryanarayanan et al., 2012; Rajesh et al.; 2013; Zhang et
al., 2024). Diferentes enzimas, como as pectinases, xilanases, celulases, lipases e proteases
foram descritas por serem responsaveis por esse processo (Mendes et al., 2012; Sopalun et al.,
2020), tornando os fungos endofiticos uma fonte promissora de enzimas e metabolitos
secundarios. Além de suas fungdes ecoldgicas, essas enzimas sdo importantes em diversos
setores industriais como o alimenticio, farmacéutico, de papel, entre outros. Enquanto os
metabolitos especializados produzidos pelos endéfitos podem estar relacionados ao sistema
imunolédgico da planta, podendo protegé-la contra diferentes condigdes de estresse, como
invasores patogénicos e escassez hidrica, além de, promover o desenvolvimento de seu
hospedeiro. Em contrapartida, a planta garante ao endéfito os nutrientes necessarios a sua
sobrevivéncia, abrigo e a sua transferéncia as proximas geragdes (Gomez e Luiz, 2018; Cruz et

al., 2025).
3.2. Relevancia e caracteristicas das espécies de Coffea

O género Coffea compreende diversas espécies, dentre as quais as espécies Coffea
arabica e Coffea canephora se destacam por sua relevancia econdmica, sendo responsaveis

pela producdo dos cafés ardbica e robusta, que representam aproximadamente 70% e 30%,
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respectivamente, da producdo mundial de café. O Brasil € o principal produtor e exportador
mundial, seguido pelo Vietna e pela Colombia (Peruzzolo, da Cruz e Ronqui, 2019; Davis et
al., 2020; ABIC, 2021). Conforme indicado naA Tabela 1, a qual apresenta os paises maiores
produtores de café e as espécies com maior representatividade na produgao global. No caso deO
Brasil, respondendo por cerca de 36% dessa produgao, sendo o estado de Minas Gerais (MG)
o maior produtor nacional, responsavel por mais de 40% do café brasileiro (Minas Gerais,

2023).

No cendrio mineiro, o municipio de Alfenas, localizado no Sul de MG, ¢ uma regido de
clima tropical de altitude, com estagcdes chuvosa e seca bem definidas, e altitudes que variam
entre 800 ¢ 1000 metros acima do nivel do mar — condi¢des ideais para o cultivo de C.
arabica. A colheita, realizada mecanicamente no periodo seco (entre junho e agosto), utiliza
maquinas derricadeiras que vibram os ramos dos cafeeiros, fazendo com que os frutos maduros
caiam sobre coletores. Essa técnica permite uma alta eficiéncia operacional e ¢ favorecida pelo

relevo predominantemente plano e regular da regido, tipico dos cerrados mineiros.

Tabela 1 - Producao mundial e principais paises produtores de café.

ASPECTO DETALHE

Graos do género Coffea - Café¢ arabica e robusta s3o as espécies mais
comercializadas.

Produgdo mundial - Café arabica: 70% da producdo mundial (OIC, 2024).

- Café robusta: 30% da producdo mundial (OIC, 2024).

PRINCIPAIS PAISES
PRODUTORES (TONELADAS
DE EXPORTACAO)

1°. Brasil - Maior produtor mundial.

- Exporta aproximadamente 2,6 milhdes de toneladas anuais
(ABIC, 2021; OIC, 2024).
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2°. Vietna - Segundo maior produtor, especializado em café robusta.

- Exporta cerca de 1,65 milhdo de toneladas anuais (OIC,
2024).

3°. Colombia - Terceiro maior produtor, conhecido por seu café arabica de
alta qualidade.

- Exporta aproximadamente 840 mil toneladas anuais
(FNNC, 2024)

4°. Indonésia - Quarto maior produtor, com uma mistura de café arabica e
robusta.

- Exporta cerca de 660 mil toneladas anuais (OIC, 2024)

5°. Etiopia - Quinto maior produtor e origem do café arabica.

- Exporta aproximadamente 384 mil toneladas anuais (OIC,
2024)

Fonte: ABIC (2021), OIC (2024) e FNNC (2024).

Entre as espécies de Coffea, observam-se diferencas agronOmicas, genéticas e
biologicas significativas. C. arabica ¢ uma espécie predominantemente autdogama
(autofecundacdo), o que resulta em menor variabilidade genética em comparagdo com espécies
alégamas, como C. canephora, que depende da polinizagdo cruzada. No entanto, a autogamia
de C. arabica proporciona maior estabilidade genética, o que € vantajoso para a manutencao de
caracteristicas desejaveis nas geracdes seguintes, facilitando a selecdo e a propagacdo de
cultivares uniformes, especialmente em programas de melhoramento genético.
O cultivo de C. arabica ocorre, predominantemente, em regides montanhosas de clima tropical,
situadas entre 600 e 2.000 metros acima do nivel do mar. Essa espécie ¢ mais sensivel a
condigdes adversas e a doengas, como a ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix), mas ¢
altamente valorizada por apresentar atributos sensoriais superiores, como maior acidez e aroma
refinado, sendo preferida no mercado de cafés especiais (Piotr et al., 2020; Freitas et al., 2024).
Por outro lado, C. canephora (café robusta) apresenta maior resisténcia a pragas, doencas e
condi¢des ambientais desfavoraveis, além de possuir maior teor de cafeina; entretanto, ¢
considerada sensorialmente inferior, com sabor mais amargo € menos complexo, sendo

geralmente utilizada em cafés soltiveis ou blends (Diaz et al., 2018; Freitas et al., 2024).

Os perfis de sabor distintos do arabica e do robusta sao diretamente atribuidos a relacao
inversa em seus principais componentes quimicos (Piotr ef al., 2020). O maior teor de aglcar e

lipidios no arabica produz um café mais doce e complexo, com uma sensagao mais rica na boca.
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Em contraste, os altos niveis de cafeina e acidos clorogénicos no robusta contribuem para seu
amargor e adstringéncia pronunciados. Essa dicotomia quimica ¢ o motor fundamental das

preferéncias do consumidor e da segmentacao de mercado.

3.3. Fungos endofiticos do café e seus metabdlitos secundarios

Os fungos endofiticos associados a C. arabica tem despertado crescente interesse
cientifico devido a sua capacidade de produzir metabolitos secundérios com potencial bioativo.
No estudo de Fernandes et al. (2009), o extrato bruto do endofito Alternaria alternata, isolado
de C. arabica apresentou atividade antimicrobiana, citotdxica e antioxidante. O extrato flngico
foi avaliado frente aos patogenos Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans.
Além disso, os autores descreveram sua capacidade antioxidante como sendo moderada nas
concentragdes testadas. Quanto a andlise citotdxica, o extrato apresentou atividade mediana
contra algumas linhagens cancerigenas in vitro. Em razao disso, o extrato fungico de A.
alternata isolado do café configurou-se como uma importante fonte de metabolitos secundarios,
como uma possivel alternativa para o desenvolvimento de agentes antitumorais, antioxidantes
e antimicrobianos. Neste contexto, torna-se importante o desenvolvimento de estudos voltados
para a bioprospeccao de fungos endofiticos isolados do café para posterior aplicagdo das
substancias por eles produzidas em diferentes areas (Moraes, Ferraz e Chapla, 2020; Liu et al.,

2021).

A importancia ecologica e funcional dos fungos endofiticos do café¢ também foi
evidenciada por Msenya et al. (2021), com um trabalho realizado no Quénia, no qual os autores
descreveram o isolamento de fungos do fruto e do solo do café, e demonstraram que os fungos
endofiticos sdo capazes de desempenhar um papel importante nos ecossistemas agroecologicos.
Os pesquisadores isolaram e identificaram espécies de fungos endofiticos associados a cultura
do café, os quais foram identificados e classificados de acordo com o seu potencial benéfico
(decompositores de matéria organica ou de crescimento vegetal) ou potencial nocivo. Nos
frutos foram encontrados os géneros Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Epicoccum,
Cladosporium, Fusarium, Alternaria, Phoma, Rhizopus e Colletotrichum. Os autores também
perceberam que o café utilizado nas exploragdes agricolas tinha uma baixa prevaléncia de

Trichoderma e o associaram a utilizacdo de pesticidas e fungicidas. Determinaram que o
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pequeno crescimento das plantacdes de café se devia a baixa atividade do fungo endofitico

Trichoderma e de suas enzimas associadas.

No trabalho de Lu et al. (2022), um total de 235 cepas de fungos endofiticos foram
isoladas e identificadas em plantagdes de café¢, na provincia de Yunnan, China. Os
pesquisadores avaliaram a capacidade desses fungos endofiticos em inibir o crescimento de
fungos e bactérias patogénicas. Foram estudadas 61 cepas contra dois fungos patogénicos
(Alternaria alternata e Penicillium digitatum) e duas bactérias (Pseudomonas syringae €
Salmonella enterica enterica). Este estudo demonstrou que varios fungos endofiticos
apresentavam propriedades antifingicas e antibacterianas, o fungo Daldinia ME-9 apresentou
74,7% de inibicdo do crescimento de Penicillium digitatum. Os resultados sugerem que os
fungos endofiticos do café podem ser uma alternativa vidvel aos fungicidas e bactericidas

quimicos atualmente utilizados na agricultura (Lu ef al., 2022).

3.4. Enzimas e suas aplicacoes

As enzimas sdo biocatalisadoras naturais, que aceleram reagdes quimicas sem serem
consumidas no processo. Elas catalisam diferentes tipos de reagdes que ocorrem nos
organismos e se apresentam em uma grande variedade, como ¢ possivel observar na Tabela 2.
Desempenham papéis importantes em processos como a digestdo de alimentos, a produgao de

energia, a sintese de moléculas complexas e a eliminagdo de residuos (Nelson et al., 2011).

Além de sua importancia biologica, as enzimas tém ampla aplicagdo em setores como
na industria de alimentos, na agricultura, na produc¢do farmacéutica, na biotecnologia ambiental
e na produgao de cosméticos. No setor alimenticio, por exemplo, sdo utilizadas para melhorar
a textura, o sabor e a conservacao dos produtos; na industria farmacéutica, sao aplicadas na
sintese de medicamentos ¢ em métodos de diagnostico clinico. A crescente demanda por
processos sustentaveis e eficientes impulsionou o uso industrial dessas biomoléculas, gracgas a
caracteristicas como elevada especificidade, alta eficiéncia catalitica e capacidade de atuar em

condig¢des suaves, minimizando a formagao de subprodutos indesejaveis (Souza et al., 2018).

Estudos com fungos endofiticos isolados de diferentes partes do café indicaram seu
potencial promissor na producdo de enzimas capazes de degradar diferentes tipos de
substancias, e por essa razdo, sdo destaques para aplicacdes em biotecnologia. Fungos das
espécies Induratia coffeana, Induratia yucatanensis ¢ Induratia sp. foram isoladas de Coffea

arabica de cultivo organico na regido de Vicosa-MG e se mostraram capazes de produzir
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amilase, lipase, pectinase, celulase, fitase, protease, endo -1,4 glucanase e exo -1,4 glucanase
(Monteiro et al., 2020; Raghav et al., 2022). Desta forma, os autores demonstram o potencial
biotecnoldgico dos endofitos do café para obtengao de enzimas de interesse bioldgico e

industrial.

Tabela 2 - Quadro de classifica¢do internacional de enzimas.

Classe de enzima Codigo Tipo de reacgio Exemplos
Oxidorredutases EC1 Reacgodes de oxido-redugao Desidrogenases,
Oxidases
Transferases EC2 Transferéncia de grupos Aminotransferases,
funcionais Fosfotransferases
Hidrolases EC3 Hidrolise de ligagdes Lipases, Proteases,
celulase, amilase
Liases EC4 Ruptura de ligagdes sem Descarboxilases,
hidrolise Sintases
Isomerases EC5 Interconversdo de isOmeros Mutases,
Epimerases
Ligases EC6 Unido de duas moléculas Sintetases, Carboxilases

Fonte: Nelson et al., (2011).

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases, E.C.3.1.1.3) constituem um dos grupos mais
importantes e versateis de biocatalisadores para aplica¢des biotecnologicas, devido as inimeras
vantagens associadas ao seu uso. Essas enzimas podem ser produzidas em grande escala com
alto rendimento a partir de microrganismos, o que favorece sua disponibilidade industrial.
Catalisam a hidrolise de triacilgliceréis (0leos e gorduras) em mono e diacilglicer6is e acidos
graxos em interfaces 6leo/agua, e, em sistemas nao aquosos, também sdo capazes de promover
reagdes como esterificacdo, transesterificacdo e interesterificagdo, resultando na formagao de

¢ésteres de alto valor agregado (Sena ef al., 2023).

Do ponto de vista industrial, as lipases microbianas sdo preferidas devido a facilidade
de produgdo em larga escala e recuperacao do meio de fermentagao. Sdo amplamente utilizadas
como aditivos alimentares, reagentes industriais, removedores de manchas, detergentes, agentes
terapéuticos e em processos de biorremediacdo. Além disso, apresentam alta especificidade
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catalitica, permitindo a obten¢do de produtos que muitas vezes ndo sdo viaveis por rotas

quimicas tradicionais (Hasan et al., 2009; Souza et al., 2018; Temporiti et al., 2022).

Nesse contexto, os fungos endofiticos representam fontes promissoras de lipases com
potencial industrial. Esses microrganismos simbidticos, presentes nos tecidos de plantas como
o cafeeiro (Coffea arabica), t€ém demonstrado capacidade de produgao de enzimas hidroliticas,
incluindo lipases, sob condigdes ecologicas e com diversidade funcional. Estudos com espécies
como Induratia coffeana e Induratia yucatanensis, isoladas de cultivos organicos de café,
evidenciaram sua aptiddo para a biossintese de lipases, entre outras enzimas, com aplicagdes
em biocatalise. Essa capacidade reforca o papel estratégico dos endofitos na substituicao de
catalisadores quimicos por alternativas enzimaticas mais sustentaveis, como demonstrado por
Sabi et al., 2025, que utilizaram lipases na producao de plastificantes ecologicos aplicados em
filmes de PVC flexivel. A bioprospeccdo e o desenvolvimento de processos fermentativos
baseados nesses fungos podem ampliar significativamente o uso industrial de lipases, alinhando

inovagao biotecnoldgica e sustentabilidade.

As celulases pertencem a familia das glicosilhidrolases (endo B, 1-4 glucanases (EC
3.2.1.4), exo B, 1-4 glucanases (EC 3.2.1.176) e B-glicosidases (EC 3.2.1.21)), e sdo enzimas
biocatalisadoras que constituem um complexo de biomoléculas capazes de atuar sobre materiais
celulosicos, promovendo a sua hidrolise. Existem enzimas altamente especificas que atuam em
sinergia para liberar actcares, sendo a glicose uma substancia que atrai grande interesse
industrial, devido a possibilidade de sua conversdo em etanol (Castro et al., 2010; Linton, 2020;

Liu et al., 2021; Sutaoney et al., 2024, Bhatia et al., 2024).

Em meados da década de 80 iniciou-se a producdo de celulases em escala industrial,
visando sua aplicagdo como um aditivo para racdo animal, de forma a aumentar a
digestibilidade de ragdes por ruminantes (Florendo, 2022). Depois, passaram a ser utilizadas
como insumo para a industria de alimentos, para melhorar as propriedades sensoriais de massas.
Também se mostravam importantes no processamento de bebidas, por conseguir clarificar
sucos e vinhos (Linton, 2020). Essas enzimas passaram a ser utilizadas em larga escala em

industrias:

a) Téxtil, a celulose permite amaciar as pegas de vestuario, eliminando as rugosidades
através da degradacao da microfibra na superficie do tecido, ou seja, caem melhor e dobram-se
mais facilmente; permitem a degomagem, eliminando o amido presente nas fibras apos a fiacao,
0 que permite a absorcdo de tinta pelo tecido, facilitando o tingimento (Korsa et al., 2023); e

bioestonagem (amaciamento e desbotamento do brim).
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b) Papel, as enzimas como facilitadoras da agdo de lacases e peroxidases, ao
degradarem a celulose presente na lignina, favorecem a sua remog¢ao completa pelas enzimas
lignoliticas. De acordo com Kmiotek, Dybka e Katmazyn (2021), essas enzimas contribuem
para o refinamento das fibras de celulose, rompendo as ligagdes das microfibrilas, originando

propriedades relacionadas ao tamanho, flexibilidade e resisténcia do papel.

Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que produzem celulases.
Apenas alguns sdo conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto ¢, sdo capazes de degradar
a celulose natural. Em condi¢des laboratoriais, algoddo e papel de filtro, podem ser usados
como substratos indutores para a producdo de exo-glicosidases e para medir a atividade do

complexo celulolitico total (Ruegger e Tauk-Tornisielo, 2004; Babu et al., 2022).

As proteases sao enzimas que catalisam a hidrolise de ligacdes peptidicas em proteinas.
Elas sdo encontradas em diversos seres vivos e desempenham um papel vital em uma variedade
de processos fisiologicos, incluindo digestao, coagulacido sanguinea e apoptose. As proteases
de origem fungica tém recebido maior atengao nos ultimos anos devido a sua importancia na
area industrial e na drea médica, alguns exemplos sao as proteases do fungo Rhizomucor miehei,
uma protease acida que tem aplicacdes na fabricagdo de produtos lacteos, devido a sua
capacidade de coagular em pH baixo (Dzurendova et al., 2022). Na industria téxtil também sao
usadas proteases de Aspergillus niger, ativadas em meio acido, para utiliza¢ao na industria do
couro, as quais degradam as proteinas em pequenos peptideos e aminodcidos através da

hidrolise das ligagdes peptidicas (Castrillon ef al., 2022; Martinez-Medina et al., 2024).

As amilases sdo enzimas hidrolases (EC 3.2.1) que catalisam a quebra de ligacdes
glicosidicas no amido. As amilases sdo classificadas, principalmente, em o-amilases (EC
3.2.1.1), B-amilases (EC 3.2.1.2) e glicoamilases (EC 3.2.1.3) (Ashok et al., 2024). As a-
amilases quebram liga¢des o-1,4-glicosidicas aleatoriamente, dentro da cadeia de amido
(endoatividade), gerando dextrinas, oligossacarideos, glicose e maltose. Em contraste, as [3-
amilases atuam nas extremidades nao redutoras (exoatividade), liberando unidades de maltose

(Abedi, Shima e Seyed, 2024).

Cada tipo de amilase tem uma especificidade de clivagem diferente no amido, gerando
produtos finais variados. Essa diversidade na especificidade de quebra de ligacao ¢ um fator-
chave que determina sua aplicagdo na industria. As amilases podem ter varias aplicagdes na
industria de alimentos e bebidas (panifica¢do, fabricagdo de cerveja, producdo de xarope,
nutricdo animal), desengomagem téxtil, formulacdo de detergentes e no crescente setor de

biocombustiveis (Mondal et al., 2022).
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Os fungos endofiticos associados ao cafeeiro tém demonstrado potencial na producao
de enzimas de interesse industrial, como amilases, proteases, lipases e celulases. Essas enzimas
desempenham papéis importantes em diversos setores, incluindo o alimenticio, farmacéutico,
cosmético e de biocombustiveis, como citado anteriormente. A Figura 2 ilustra, de maneira
simplificada, o processo desde o isolamento desses fungos até a aplicagdo biotecnoldgica de
suas enzimas. A triagem de microrganismos busca justamente identificar cepas com potencial
biotecnoldgico para aplicagdes em processos industriais, agricolas e farmacéuticos. A utilizagao
de fungos endofiticos como fontes de enzimas permite ndo apenas explorar uma biodiversidade
pouco aproveitada, mas também contribuir para o desenvolvimento de bioprocessos mais
sustentaveis, alinhando este trabalho com as demandas atuais por inovagao e responsabilidade

ambiental.

Figura 2 - Enzimas de fungos endofiticos do Cafeeiro: Aplicagdes Biotecnologicas.
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Fonte: Do autor (2025). Figura adaptada de Servier Medical Art (http://https://smart.servier.com/)

3. 4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material

Os fungos endofiticos utilizados nesse trabalho foram isolados em épocas diferentes:
em 2022 pela discente de graduagdo Sophia dos Santos Silva e em 2025 pelo autor deste
trabalho. Todos os fungos foram isolados de folhas sadias da espécie Coffea arabica L., os
fungos de 2022 foram coletados em dois pontos da rodovia MG-179 no municipio de Alfenas-
MG, uma das amostras da planta foi coletada na Latitude 21°28'03.7"S; Longitude
45°56'42.3"W, enquanto a outra amostra foi coletada na Latitude 21°27'57.3"S; Longitude
45°56'47.2"W. As duas amostras de planta foram depositadas no herbario da Universidade
Federal de Alfenas-MG sob tombo numeros 3242 e 3243, respectivamente. As amostras
coletadas em 2025 foram coletadas no municipio de Campestre-MG na Latitude 21°43°14.0”
S; Longitude 46°18°00.8” W. A planta esta cadastrada no SisGen sob nimero A1F8CAL.

4.2. Métodos

O processo de amostragem consistiu na selecao de folhas, livres de manchas e possiveis
infec¢des externas. As amostras das plantas do primeiro local de coleta foram selecionadas e
identificadas como pertencentes a planta 1, 2 ¢ 3 do mesmo modo que as amostras do segundo
local de coleta foram identificadas como pertencentes a planta 4 (Figura 3). Os fungos isolados
foram purificados e preservados no Laboratério de Bioprocessos segundo a metodologia de

Castellani (De Capriles, Mata e Middelveen; 1989).

Para garantir a rastreabilidade e organizagdo dos isolados fingicos obtidos a partir de
Coffea arabica, foi adotado um sistema padronizado de codificagdo baseado na origem da
amostra vegetal. Cada cepa foi identificada com um codigo composto por letras e nimeros,
como exemplificado em CfP1F1X, onde: “Cf” indica o género Coffea, “P1” refere-se a planta
1 da qual o fragmento foi coletado, “F1” representa a folha nimero 1 e “X” indica o fragmento
especifico da folha inoculado na placa de Petri. Esse sistema permitiu a distin¢do clara entre os
diferentes pontos de coleta e fragmentos utilizados, além de facilitar a posterior analise das

caracteristicas morfologicas e enzimaticas dos isolados (Silva, 2024; Marin, Silva e Luiz, 2024).
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Figura 3 - Sistema de codificag@o dos isolados fingicos endofiticos obtidos de Coffea arabica.

Adaptado de Silva, 2024 e Marin, Silva e Luiz, 2024.

CfP1F1X

N

Cf: Café P:Planta F: Folhas X: Fragmento

Fonte: Do autor (2025)

4.2.1 Desinfestacao das amostras vegetais para isolamento de endofitos

Todo o material botanico foi lavado superficialmente com sabdo neutro e esponja e
enxaguado em agua corrente. A desinfestacdo das amostras foi realizada segundo a metodologia
de Marcellano, Collanto e Fuentes (2017) com algumas modificagdes. As amostras de folhas
previamente selecionadas foram submetidas a desinfestacao em ambiente estéril, os fragmentos
foram submersos em alcool 70% por 1 minuto; seguido de imersdao em hipoclorito de s6dio
comercial 2% por 2 minuto, na sequéncia, as partes vegetais foram imersas em uma nova
solugdo de alcool 70% por 1 minuto, sendo lavadas, finalmente, com dgua destilada esterilizada
por 2 minuto (Figura 4). Utilizou-se a agua esterilizada da lavagem final como controle de
esterilidade a fim de avaliar a eficiéncia do processo de desinfestagdo, através da inoculacao de
agua em placa de Petri contendo meio agar-batata-dextrose (ABD) suplementado com 500

mg.L"! de cloranfenicol (Silva, 2024).

A frequéncia de isolamento (FI) de fungos endofiticos foi determinada com base na
propor¢ao de fragmentos foliares que apresentaram crescimento fungico apos a incubacao em
meio de cultura. O célculo foi realizado conforme descrito por Petrini (1986), utilizando a

seguinte equacdo (EQ.1):

No. fragmentos foliares com crescimento fungico

X100

EQ.1: FI =

No.total de fragmentos foliares

Este parametro foi utilizado para quantificar a incidéncia de fungos endofiticos em cada

conjunto de amostras e comparar a eficiéncia do isolamento entre diferentes coletas.
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Figura 4 - Procedimento para isolamento de fungos endofiticos de Coffea arabica.

1. Coleta, desinfecgao vegetal e 2. Purificagao e conservagao
isolamento.
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Fonte: Do autor (2025). Figura criada em Biorender.com

4.2.2 Preservacio e reativacio dos fungos

Os fungos endofiticos isolados em 2022 por Silva (2024), bem como os fungos isolados
em 2025 foram preservados em agua estéril segundo a metodologia descrita por Castellani (De
Capriles, Mata e Middelveen, 1989), posteriormente, foram reativados com o objetivo de
avaliar sua viabilidade para continuidade dos estudos. Para isso, as amostras foram inoculadas
em meio de cultura sélido, em placas de Petri contendo agar-batata-dextrose (ABD) ou agar
Sabouraud dextrose (ASD), previamente esterilizados. As culturas foram incubadas em
condig¢des controladas, e o crescimento micelial de cada isolado foi monitorado diariamente por

um periodo de até 12 dias, permitindo a sele¢do de cepas viaveis para as analises posteriores.

4.2.2.1 Caracterizacdo morfolégica de dois fungos endofiticos

Para a caracterizacdo morfoldgica, aplicou-se a técnica de fita adesiva combinada a
coloragdo com azul de metileno. Apo6s sete dias de crescimento dos fungos endofiticos em ABD,

com uma tira de fita transparente foi pressionada contra a superficie da colonia, coletando
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fragmentos de hifas e conidios. Em seguida, a fita foi montada sobre ldmina de vidro (lado
adesivo voltado para baixo), recebeu azul de metileno a 0,1 % (cloreto de metiltionina), que
possui natureza catidnica, permitindo interagdes com estruturas fingicas que possuem carga
negativa (Ramirez e Lozano, 2020), coberta com laminula, permitindo a fixagdo e o contraste

das estruturas celulares.

As laminas foram observadas em microscopio com lentes objetivas 10x, 40% e 100x%,
nesta lente com imersdo em 6leo, e em seguida fotografadas. Este procedimento proporcionou
visualizacdo clara de septacdo e composi¢do de conididforos. Para as cepas mais promissoras
— com atividade antimicrobiana positiva no estudo de triagem ou alto indice enzimatico —
realizou-se microcultivo em lamina de vidro para descricdo detalhada das estruturas

reprodutivas in situ.
4.2.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Os isolados fungicos foram cultivados em meio sélido apropriado e, apos o crescimento
desejado, fragmentos miceliais (com at¢ 2mm de largura e at¢ 3mm de altura) foram
cuidadosamente retirados da superficie do meio de cultura. Imediatamente apds a coleta, os
fragmentos foram imersos em soluc¢do fixadora de Karnovsky modificada (glutaraldeido 2,5%
e formaldeido 2,5% em tampao cacodilato de s6dio 0,05M, pH 7,2), sendo mantidos a 4°C por
24 horas (Staniszewska et al., 2013)

Apos a etapa de fixacdo, os fragmentos miceliais foram lavados trés vezes com tampao
cacodilato de s6dio 0,05M (10 minutos cada lavagem) e submetidos a desidratagdo progressiva
em série de solugdes de acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100%), com intervalos de 10 minutos
para cada concentragao, realizando trés lavagens na acetona 100%. Posteriormente, as amostras

foram submetidas a secagem pelo ponto critico (Torres et al., 2016; Venkastesh et al., 2018)

Os fragmentos desidratados foram montados em stubs de aluminio utilizando fita dupla
face de carbono e metalizados por evaporacdo de ouro. A andlise morfologica foi entdo
realizada utilizando o microscopio eletronico de varredura TESCAN MIRA 4LMU, técnica
MEV-FEG no Centro de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Alfenas
(CEMIC) com captura de imagens em ultra-alta resolugdo para a avaliacdo detalhada da

microestrutura micelial e estruturas fingicas presentes.
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4.2.3. Avaliacao das atividades enzimaticas

Para a avaliagdo do potencial enzimatico dos fungos endofiticos isolados de Coffea
arabica, os isolados previamente repicados foram inoculados em meios de cultura especificos
para detec¢do das enzimas celulase, protease, amilase e lipase. Os meios foram preparados com
os respectivos substratos: carboximetilcelulose para celulase, leite bovino desnatado para
protease, amido para amilase e, no caso da lipase, foram utilizados diferentes dois substratos:
Tween® 20 e Tween® 80. Todos os meios foram autoclavados a uma temperatura entre 120 e
125 °C, por 30 minutos, para garantir a esterilidade do meio. As placas foram entdo incubadas
a temperatura ambiente por sete dias, sendo observada a formagao de halos de hidrdlise ao redor
das colonias como indicativo da atividade enzimadtica. A presenca de halos claros nas regides
de difusdo do substrato foi interpretada como evidéncia da secrecdo de enzimas extracelulares

pelos isolados avaliados, permitindo inferir o seu potencial biotecnologico.

4.2.3.1 Atividade amilolitica (amilase)

O ensaio de degradacdo amilolitica em fungos endofiticos foi conduzido segundo
Hankin e Anagnostakis (1975), com modificagdes, pela inoculagdo de cada isolado em meio
solido a base de agar-batata suplementado com amido soltvel a 2% (p/v), ajustado para pH 5,0,
e incubado a 28 =2 °C por sete dias. A atividade enzimatica foi detectada pela adi¢ao de solugao
de Lugol (0,026% de iodo molecular e 0,26% de iodeto de potéssio), que forma o complexo
triiodeto (Is") responsavel pela coloragdo azul-escura caracteristica na presenca de
amiloseamilase. Na ocorréncia de amilases extracelulares, as ligagdes glicosidicas a-1,4 entre
residuos de glicose sdo hidrolisadas, gerando oligossacarideos como maltose e glicose, o que
impede a formagao do complexo com o iodo e resulta em halos claros ou zonas incolores ao
redor das colonias (Ire et al., 2020). Assim, a reagao positiva foi caracterizada pela presenca de
halos de degradagdo contrastando com as regides azul-escuras de amido intacto, sendo o

diametro desses halos considerado um parametro qualitativo da intensidade enzimatica.

4.2.3.2 Atividade celulolitica (celulase)

As placas foram incubadas em camara de crescimento a 28 + 2°C por 6 dias, devido ao

rapido crescimento dos fungos endofiticos isolados. Apods a incubacdo, 10 mL de solugdo de
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iodo 1 g.L"!, foram adicionados em cada placa e deixados agir por 15 segundos em temperatura
ambiente. Foram observadas as zonas de hidrélise ao redor das coldnias, a presenca do halo foi

considerada evidéncia positiva para atividade celulolitica.

O teste de degradagao da celulose foi realizado pela inoculagdo do microrganismo em
meio solido com dgar suplementado com carboximetilcelulose (CMC) como fonte de carbono
a 1% (p/v) e extrato de levedura a 0,5% (p/v), com a seguinte composi¢io em g.L!
(NaHPO4.7H,0 65 g.L'!, KH,PO4 15 gL', NaCl 2,5 g.L'!, NH4Cl 5 g.L!) composto pela
solugdo estoque e pelo meio minimo M9 (Solugdo estoque 0,2 L, MgSO4 1M 0,02 L, C¢H1206
10 g.L!, CaCl, IM 0,01 L, 4gar bacteriolégico 15 g.L ') com pH entre 7 e 7,2 (Teather e Wood.,
1982; Ruegger e Tauk-Tornisielo, 2004). As placas foram incubadas a 28 = 2 °C por 6 dias.
Apo6s o periodo de incubagdo, a atividade enzimatica foi detectada pela adicdo de 10 mL de
solugdo de iodo 1 g.L!' (I/KI), que reage com polissacarideos ndo hidrolisados, como a [3-
glucana entre residuos de glicose. Apods a adicdo do reagente de iodo, as regides com CMC
intacta formam um complexo de cor castanho-escuro a marrom-avermelhado, enquanto as
zonas onde ocorreu a hidrolise enzimatica aparecem como halos claros ou incolores ao redor

das colodnias, constituindo uma reag@o positiva para atividade celulolitica.

4.2.3.3 Atividade lipolitica (lipase) e esterase.

A metodologia para determinar a atividade lipolitica em fungos endofiticos esta em
conformidade com a metodologia de Dabaja ef al. (2019). Para avaliar a atividade lipolitica,
foram utilizadas placas de Petri contendo meio de cultura composto por: 15 g.L! de 4gar, 5 g.L-
! de cloreto de sédio (NaCl), 10 g.L! de peptona e 0,1 g.L"! de cloreto de célcio CaCl,. 2H,0).
No momento do plaqueamento diluiu-se Tween® 20 ou Tween® 80 na proporc¢ao de 1% (v/v)
com um pH entre 7,0 - 7,4. A leitura dos halos foi feita ap6s no maximo 7 dias. Para permitir a
visualiza¢dao clara do halo e o calculo subsequente do indice enzimatico, as culturas que
apresentaram crescimento acelerado antes do dia 7 foram transferidas para refrigeracao (4 °C)
para retardar seu crescimento.

O polissorbato ¢ um monolaurato de polioxietileno(20)sorbitano (Tween® 20) e
monooleato de polioxietileno(20)sorbitano (Tween® 80), composto por uma ligacao éster entre
um acido graxo e um alcool (Figura 5). No meio de cultura, atua como fonte de lipidio, sendo
necessdaria a producdo de lipases para sua degradacdo. A clivagem da ligacdo éster pelas lipases

extracelulares libera 4cido laurico, que, ao reagir com o CaCl: presente no meio, forma laurato
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de célcio para Tween® 20 e oleato de célcio para 80 — um sal insoltivel que precipita em forma
de cristais visiveis, caracterizando halo de precipitagdo e indicando atividade lipolitica positiva

(Pohanka, 2019).

Figura 5 - Representagdo esquematica da hidrélise enzimatica dos surfactantes Tween® 20
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4.2.3.4 Atividade pectinolitica (pectinase).

O teste de degradacdo pectinolitica sera foi conduzido pela inoculagdo dos
microrganismos fungicos em meio sélido contendo agar suplementado com pectina citrica
soluvel a 1%, o pH do meio seré foi modificado para duas diferentes pectinases, pH 5,0 para a
caracterizacdo de poligalacturonase ¢ o pH 8,0 para pectato liase (Hankin e Anagnostakis,
1975). As placas Petri deverao serforam incubadas a 28 °C por sete dias. Apds esse periodo, a
deteccdo da atividade enzimatica (Figura 6), sera foi obtida utilizando uma solugdo de lugol,
que deveraque foi ser preparada com 0,026% de iodo molecular (I.) e 0,26% de iodeto de
potassio (KI), permitindo a formacao do complexo Is~ (Pesek e Silaghi-Dumitrescu, 2024). A
atividade pectinolitica sera foi identificada pela presenca de halos incolores ao redor das

colonias.
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4.2.3.5 Atividade proteolitica (protease).

O ensaio de atividade proteolitica foi conduzido de acordo com a metodologia descrita
por Monteiro et al, (2020) com modificagdes. Os isolados fingicos foram inoculados em meio
solido especifico para protease, com a seguinte composi¢do (em g.L™"): leite desnatado (10,0),
extrato de levedura (1,0), KNOs (3,0), NaCl (2,0), K2HPO4 (2,0), MgS0a4 (0,05), CaCl: (0,02),
agar (20,0), pH final ajustado para 7,0 (Figura 6)..

O principio do ensaio baseia-se na agdo de proteinases e peptidases extracelulares
secretadas pelos fungos. O leite desnatado atua como substrato proteico, sendo sua opacidade
caracteristica conferida pela caseina, a principal proteina do leite, que forma micelas em
suspensao que dispersam a luz. A hidrdlise enzimatica das ligagdes peptidicas da caseina por
essas enzimas resulta na produgdo de peptideos soliveis e aminoacidos de baixo peso molecular
(Maitig et al., 2018). Estes produtos de degradacdo sdo transparentes e ndo dispersam a luz,
levando a formagao de uma zona clara e translucida (halo de degradagdo) ao redor das coldonias
com atividade positiva, em contraste com o meio intacto que permanece opaco. As placas foram
incubadas a 28 + 2 °C por um periodo de até sete dias e monitoradas periodicamente para
observagao da formagao dos halos.

O conjunto dessas analises enzimaticas permitiu identificar, de forma preliminar e
qualitativa, os isolados de fungos endofiticos com maior capacidade de produgdo de enzimas
extracelulares. A diversidade de substratos e os métodos de revelagdo empregados assegura
uma avaliagdo abrangente das principais classes de hidrolases de interesse biotecnoldgico. Os
resultados obtidos nesta etapa sdo fundamentais para a selecao de cepas promissoras para serem
cultivadas em meio liquido e posteriormente avaliadas quanto ao rendimento e estabilidade das

enzimas produzidas.

Figura 6 - Fluxograma com as avaliagdes enzimaticas de fungos endofiticos isolados de Coffea

arabica.
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Fonte: Do autor (2025).

4.2.4 Determinacao do indice enzimatico (IE).

A determinacdo enzimatica foi representada através do calculo do indice enzimatico
(IE), que relaciona o didmetro médio do halo de inibicdo com o didmetro médio da colonia
(EQ.2). Para que a produgdo de enzimas por fungos seja considerada valida o valor de IE deve
ser maior ou igual a 2,00, de modo queassim os isolados que apresentaremcom maiores valores
de indice enzimdtico serdo foram interpretados como sendo dotados de maior atividade

enzimatica extracelular (Dabaja ef al., 2019).

__ Diametro do halo de inibigdo

EQ.2: IE =

Diametro da colonia fungica
4.2.5 Triagem antimicrobiana: Método do agar em bloco.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos fungos endofiticos isolados do café¢ foi
realizada pelo método do agar em bloco, como uma triagem prévia para verificar o potencial de
producao de antimicrobianos por esses endofitos. Fragmentos de 5,0 mm das colonias fingicas
foram inoculadas em meio s6lido contendo o patdgeno a ser confrontado. Foram avaliados os
seguintes patogenos: Candida albicans (ATCC 09548), Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
bactéria Gram-positiva e Escherichia coli (ATCC 25922) bactéria Gram-negativa. As amostras

de bactérias foram estocadas em meio dgar BHI (Brain Heart Infusion) + 2 % de agar nutritivo;
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e da levedura, em meio dgar Sabouraud, a 28 + 2 °C, at¢ o momento de realizagdo dos testes.
Preparadas previamente em solugdo salina estéril 75%, cuja transmitincia a 660 nm

corresponde a uma absorbancia de 1,5, equivalente a 3 x 108 UFC/mL realizados em duplicata.

Devido a observagao de diferencas morfologicas evidentes entre os isolados fungicos,
especialmente no crescimento em meio de cultura, e a auséncia de identificagdo taxondmica
precisa, as amostras foram consideradas como unidades independentes. Essa heterogeneidade
inviabiliza a aplicacdo de testes estatisticos inferenciais comparativos, que exigem grupos
experimentais homogéneos. Diante disso, optou-se por uma abordagem descritiva, com analise

exploratoria dos dados obtidos nos ensaios.

4.2.6 Co-cultivo aplicado a fungos endofiticos.

Foram realizados ensaios de co-cultivo entre os fungos endofiticos que apresentaram
maiores halos de inibi¢do na atividade antimicrobiana nos ensaios do 4gar em bloco. Os fungos
endofiticos foram cultivados individualmente em placas Petri, em meio ABD, durante 7 dias a
28 £ 2°C. Fragmentos de Smm de didmetro de duas coldnias diferentes foram recortados e
inoculados em cada placa, os quais foram monitorados diariamente até que os micélios de
ambos crescessem. A interagdo entre as linhagens fungicas foi observada macroscopicamente

na regido de confronto entre as espécies.

4.3 Cultivo de fungo endofitico em meio liquido Czapek.

O cultivo em meio liquido foi realizado em caldo Czapek (Glicose: 30,0 g; NaNOs: 2,0
g; KoHPOs: 1,0 g; MgSO4 7H20: 0,5 g; FeS04.7H20: 0,01 g; KCI: 0,5 g; extrato de levedura:
1,0 g; agua destilada: 1 L). Seis discos de 5 mm de agar contendo o micélio foram inoculados
em erlenmeyers de 1 L, cada um com 0,2 L de meio, totalizando 0,4 L para cada experimento.
As fermentagdes preliminares foram conduzidas em duas categorias: (i) modo estatico, em
estufa DBO a 28 °C por até 20 dias. O caldo foi avaliado apds 10, 15 e 20 dias de cultivo do
fungo. Foram utilizadas duas condi¢des: meio Czapek sem nitrato de sodio, exceto no dia 15,
quando foi incluida uma duplicata preparada com NaNOs, permitindo comparar a influéncia da
fonte de nitrogénio sobre o crescimento micelial e a produgdo de metabolitos; (i1) modo agitado,
em shaker a 28 °C a 200 rpm por 15 dias. Com retiradas do caldo para analise com 5, 10 e 15

dias de cultivo todos em meio Czapek. Essa condi¢do buscou simular um ambiente aerobico
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controlado, favorecendo maior transferéncia de oxigénio e homogeneidade no meio, permitindo
avaliar a influéncia da agita¢do sobre a biomassa, os extratos e a atividade bioldgica em relagao
ao cultivo estatico. Em ambas as condigdes, dois erlenmeyers foram processados em
determinado dia de cultivo, para determinagdo da biomassa, obtencdo do extrato organico e

ensaios de atividade bioldgica.

4.3.1 Obtencao de extratos organicos secos.

Ap6s o cultivo do fungo endofitico selecionado, o caldo de fermentagdo foi filtrado a
vacuo utilizando papel de filtro Whatman n°1, para separagao do micélio. O filtrado resultante
foi submetido a extra¢do liquido-liquido com acetato de etila, realizada em trés etapas
sucessivas, com propor¢ao final 1:1 (Vcaldo fermentado/Vsolvente). O solvente foi removido em
rotaevaporador sob pressdo reduzida, obtendo-se o extrato organico seco, cuja massa foi
determinada em balanca analitica, cada extrato recebeu um codigo de acordo com a Figura 7.
O extrato obtido foi avaliado quanto ao rendimento de biomassa. Seu potencial antimicrobiano
¢ antioxidante sera avaliado, buscando estabelecer a relacdo entre as condigdes de cultivo
(estatico vs. agitado; presenca ou auséncia de nitrato de sddio) e a produgdo de metabolitos

bioativos.

Figura 7 - Sistema de codificacdo dos extratos obtidos do fungo CfP1F3A.

F3X10Ywm

o /LN

Micélio

F3: Fungo 3 Substrato

Fermentagao

Fonte: Do autor (2025). A letra X indica o tipo de fermentacdo (E para estatica, A para agitada) e a letra Y indica

a presenga (N) ou auséncia (S) de fonte de nitrogénio (NaNOs) no substrato.

4.4 Analises por Cromatografia em Camada Delgada (CCD).

Os extratos obtidos a partir das extracdes liquido-liquido foram analisados por
cromatografia em camada delgada (CCD), sendo utilizadas cromatofolhas de silica-gel 60 F2s4
(20 x 20 cm) como fase estaciondria, € uma mistura de solventes (fase movel) apropriados para
eluir os compostos presentes nos extratos. Os extratos foram preparados nas concentragdes de

5-10 mg.mL!, aplicados na CCD (cerca de 2 pL), que foram eluidos com acetato de
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etilazhexano:metanol na propor¢do (7:2:1; viv:v). Apds a elui¢do as placas de CCD foram
reveladas sob luz ultravioleta em 254 e 365 nm, para visualizacdo dos perfis cromatograficos.
Foram utilizados também reveladores quimicos como cloreto férrico, anisaldeido, ninhidrina,

acido fosfomolibdico e reagente de Dragendorff (Zarzycki. 2008)

5. RESULTADOS E DISCUSSAODISCUSSOES

5.1. Isolamento e caracterizacio morfolégica preliminar dos fungos endofiticos.

Um total de 80 fragmentos foliares de Coffea arabica foram inoculados em meio de
cultura de ABD com clorafenicol, obtidos de coletas realizadas em dois periodos distintos: 2022
e 2025. Na primeira coleta, realizada em 2022, foram inoculados 52 fragmentos, dos quais 27
apresentaram crescimento fingico, resultando em uma frequéncia de isolamento de 51,9%. Ja
na coleta realizada em 2025, foram inoculados 28 fragmentos, com obtencao de 18 isolados,

correspondendo a uma frequéncia de isolamento de 64,3% (Tabela 3).

Ap0s o isolamento, os microrganismos foram preservados e, posteriormente, reativados
para os ensaios bioldgicos. Durante esse processo, observou-se a perda de viabilidade de sete
isolados: um da coleta de 2022 com codigo CfP1F3A2 (No. 5) e seis da coleta de 2025 com
codigo CfP4F3A2, CfPAF1B2, CfP4F2A1, CfP4F2A3, CfP4F2A4 e CfP4F2B2, totalizando

sete perdas (15,55%) sobre os 45 fungos inicialmente isolados.

Tabela 3- Frequéncia de isolamento de fungos endofiticos por fragmento foliar 2022 — 2025.

Anoda N°de fragmentos N° de isolados Frequéncia de Isolados invidveis apo6s
coleta inoculados obtidos isolamento (%) reativacio
2022 52 27 51,9% 1
2025 28 18 64,3% 6
Total 80 45 56,3% 7*

* Representa os fungos endofiticos ndo viaveis, apos o processo de isolamento.
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Fonte: Do autor (2025).

Durante a fase de reativagdo dos isolados preservados, observou-se que os fungos
codificados como CfP3F1A1 e CfP4F4A1 apresentaram crescimento micelial muito reduzido
em meio agar batata dextrose (ABD). Para viabilizar a recuperacdo e posterior triagem
enzimatica desses isolados, foi necessario transferi-los para meio dgar Sabouraud (ASD), onde
apresentaram melhor desenvolvimento. Essa adaptacdo de meio foi adotada apenas para esses
dois casos especificos, mantendo-se o uso de ABD para os demais isolados. De forma
complementar, os isolados que perderam a viabilidade também, foram transferidos para ASD
com o objetivo de estimular o crescimento micelial, mas ndo apresentaram recuperagao,

confirmando a perda total de viabilidade.

5.1.1 Caracterizacao morfoldogica dos fungos.

A andlise morfoldgica dos fungos endofiticos pela técnica da fita adesiva (Figura 8)
revelou diferentes padrdes de hifas (A, C) e a presenca de conidios (B, D). No isolado
CfP4F3B2, foram identificadas estruturas tipicas para identificagdo, como hifas septadas,
conidioforos e conidios em varios estdgios, permitindo uma distingdo preliminar entre os

1solados.

Figura 8 - Observacgdes microscopicas de micélio e estruturas conidiais em isolados de fungos

endofiticos
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Fonte: Do autor (2025).

Legenda: (A) (CfP3F1Cl1) e (C) (CfP1F3A) Hifas septadas. (B) (CfP3F2B2) e (D) (CfP3F1D2) Estruturas

conidiais.

Embora a maioria dos fungos ndo tenha apresentado estruturas suficientemente distintas
para permitir a identificacdo até o nivel de género, foi possivel reconhecer, com base na
morfologia tipica dos conidi6foros e da organizagdo das cabegas conidiais, que o isolado
CfP3F1A1 pertence ao género Aspergillus, cujas estruturas observadas correspondem a forma
assexuada de reproducdo tipica do género como se observa na Figura 9, apresentando
conidi6foros eretos com vesicula apical globosa, sobre a qual se dispdem fidlides que produzem

conidios em cadeias concéntricas (Petit et al., 2025; Teresia et al., 2020).

Figura 9 - Morfologia da estrutura do fungo endofitico CfP3F1Al.
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14 99 mm

LE BEE

Fonte: Do autor (2025).

Legenda: (A) Conidioforos, Microscopio optico 40X. (B) Vesicula apical fangica. (C) Microscopia eletronica de

varredura (MEV), micélio e esporangio. (D) MEV, vesicula apical coberta por métulas e fidlides.

Por outro lado, como as amostras apresentam hifas filamentosas septadas, a auséncia de
hifas septadas permite a exclusdo do filo Zygomycota (Gupta e Tuohy, 2022). Em alguns casos,
observou-se fragmentacao artrosporica (fragmentagao de hifas em artrosporos), mas nenhuma
outra estrutura especializada foi observada que permitisse a identificagdo de outro género de
fungo. Como os fungos CfP3F2B2 (Figura 8§B), CfP3F2B, CfP3F1D2 (Figura 8D), CfP3F1C1
(Figura 8A), CfP3F1A1, CfP1F3Al (Aspergillus, Figura 9), CfP1F3A (Figura 8C), CfP4F2BI1,
CfP4F4A1 e CfP3F1C2 cujos filamentos apresentaram paredes transversais (septos) e
ramificacdo dicotdomica, formando um micélio bem desenvolvido sendo tipico de fungos

filamentosos pertencentes ao filo Ascomycota (Senanayake et al., 2020; Gupta e Tuohy., 2022).

Contudo, os isolados avaliados, 23 de 43, ndo apresentam estruturas suficientes para
permitir uma distingdo segura entre Ascomycota e Basidiomycota, visto que a presenca de hifas
septadas ¢ uma caracteristica comum a ambos os filos. Dessa forma, na auséncia de evidéncias
morfologicas reprodutivas tipicas, como basidiosporos, fialides, esterigmas, ascos ou estruturas

conidiais especificas, ndo permitiu a classificacdo desses isolados, portanto, permanecem
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descritos como fungos filamentosos septados de filo indeterminado, excluindo apenas

Zygomycota.

5.2. Diversidade de pigmentos em fungos endofiticos isolados de café.

Os fungos endofiticos isolados neste estudo apresentaram uma diversidade notavel na
producao de pigmentos. De acordo com o observado na Figura 10, 23 fungos apresentaram
pigmentacado, portanto, cerca de 53,5% dos isolados exibiram producdo visivel de pigmentos,
incluindo coloracdes verdes CfP2F1C, CfP4F1A1, CfP4F1B1 e CfP4F3B1, alaranjadas como
no caso de CfP2F1C e CfP3F1C2, e de ocres a marrons CfP3F1D1, CfP3F1D2, CfP3F2B2 ¢
CfP4F2A2, tipico de compostos como as melaninas (Suthar, Dufossé e Sigh., 2023). Essa

variabilidade na pigmentagao também reforca seu potencial biotecnolédgico.

Essa capacidade metabolica ¢ respaldada por estudos recentes que destacam a relevancia
industrial dos pigmentos fungicos. Bagy et al. (2023), demonstraram que fungos ectofitos
(epifitos) como Penicillium purpurogenum, Aspergillus flavus e Epicoccum nigrum sio capazes
de produzir pigmentos naturais nas cores vermelha, laranja e amarela em meio liquido, com
potencial aplicacdo como corantes alimentares ecoldgicos, representando uma alternativa
segura aos corantes sintéticos, frequentemente associados a efeitos toxicos (Barciela, Perez-

Vazquez e Prieto, 2023).

No trabalho de El-Sayed et al. (2022), os autores isolaram o fungo endofitico Monascus
ruber SRZ112 de folhas de Origanum majorana, o qual produziu pigmentos vermelhos do
grupo das azafilonas, como a rubropunctamina, monascina e ankaflavina, em fermentagao em
estado solido. De forma semelhante, o trabalho de Mishra et al. (2021), reportou a
caracterizacdo da cepa endofitica Talaromyces assiutensis, isolada de raizes do mangue
Avicennia marina, como produtora de pigmento vermelho extracelular com propriedades

antimicrobianas ressaltando o valor farmacolédgico associado a pigmentacao.

Figura 10 — Fotografias de fungos endofiticos isolados de café (2022 - 2025).
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Fonte: Do autor (2025).
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Legenda: Os fungos endofiticos CfP3F3C, CfP4F3A2, CfP4F1B2 e CfP4F2B2 ndo possuem registro fotografico,

pois as culturas ndo sobreviveram apds o processo de reativacio.

No contexto amazonico, Pereira et al. (2024), identificaram fungos endofiticos

pigmentogénicos isolados da planta medicinal Fridericia chica, cujos pigmentos extracelulares
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apresentaram atividade antioxidante e antimicrobiana significativa, demonstrando que
endofitos associados asa plantas ricas em metabolitos secundarios podem ser fontes

promissoras de interesses industriais e farmacéuticos.

Neste trabalho, 13 dos 43 fungos endofiticos (30,2%), apresentaram coloragdo marrom
nas colonias, especialmente no lado inferior da placa (verso), o que pode indicar possivel
producdo de melanina. Suthar et al. (2023) pesquisou o papel da melanina fungica e determinou
que a melanina ¢ uma substancia de alto peso molecular em comparagao com outros pigmentos
fungicos, ¢ e frequentemente, ¢ produzida como metabolito secundario em resposta aos
estresses ambientais. Dentre suas fungdes podem-se citar a protecdo contra radiacdo UV,
agentes oxidativos, temperaturas extremas e metais pesados, além de aumentar a resisténcia
celular e atuar como antioxidante e antimicrobiano natural. A melanina também tem sido
explorada por sua aplicabilidade em cosméticos, biomateriais, eletronica, farmacologia e
embalagens biodegradaveis, configurando-se como um dos pigmentos fingicos mais

promissores no cenario da biotecnologia.

5.3. Avaliac¢ao das atividades enzimaticas dos isolados fingicos.

A Tabela 4 apresenta os resultados da triagem enzimatica qualitativa realizada com os
fungos endofiticos isolados de Coffea arabica. Foram avaliadas enzimas hidroliticas: amilase
(amido), celulase (carboximetilcelulase), esterase, lipase, pectinase e protease. Para a lipase,
foram utilizados dois substratos distintos — Tween® 20, Tween® 80 — a fim de observar

possiveis variagdes na expressdo enzimatica em fungdo da natureza do indutor avaliado.

Tabela 4- Avaliacao da atividade enzimatica de fungos endofiticos de Coffea arabica.
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Lipase (IE)

Caédigo do Amilase  Pectato liase Celulase Protease (Tween® (Tween®
isolado (IE) (IE) IE) IE) 20) 80)
CfP1AIB - - - - 1,24 1,01
CfPIF1C - - 1,11 - - -
CfP1F3A - - - - 1,07 1,30
CfP1F3Al - - - - 1,03 -
CfP2F1C - - 1,97 1,25 - -
CfP2F2B 1.,04 1.,13 1,24 - 3,43 -
CfP2F2D - - 1,07 - 1,37 1,08
CfP2F3B - - - 1,15 1,62 1,23
CfP2F3C - - - - 1,60 -
CfP3F1Al - - - - 1,43 1,14
CfP3F1A2 - - - 1,12 2,62 1,81
CIPSFICI . . 105 123 1,39 :
Branco
CIPSFICI . . 1,03 . 1,30 :
colorido
CfP3F1C2 ) ; - - 1,03 -
Branco
CfP3F1C2
Colorido ) ) 1,26 ) 1,34 i
CfP3F1DI - - - 1,15 - -
CfP3F1D2 - - - - 1,28 -
CfP3F2A - - - - 1,26 1,70
CfP3F2B - - - - 1,11 0,68
CfP3F2B1 - - - - 1,47 1,09
CfP3F2B2 - - - 1,18 - -
CfP3F3C - - - - - -
CfP3F2C1 - - - - - -
CfP3F2C2 - - - 1,15 2,02 1,77
CfP3F2Dl1 - - - 1,12 1,31 1,27
CfP3F2D2 - - - - 1,45 -
CfP4F1Al - - 1,05 1,07 1,94 -
CfP4F1A2 - - 0,87 - 1,08 0,97
CfP4F3Al - - - - 1,35 -
CfP4F3A2 - - - - 4,40 -
CfP4F1B1 - - - - 5,37 1,20
CfP4F1B2 - - - - 1,97 -
CfP4F2A1 - - - 1,17 3,73 -
CfP4F2A2 - - - 1,13 - -
CfP4F2A3 - - - 1,48 1,27 -
CfP4F2A4 - - 0,96 - 1,84 -
CfP4F4Al - - - 1,00 1,21 -
CfP4F3B1 - - - - - 1,10
CfP4F3B2 - - - - 4,81 1,24
CfP4F2B1 - - - 1,07 - -
CfP4F3B3 - - - 1,09 4,5 -
CfP4F2B2 - - 1,06 - - -

Fonte: Do autor (2025).

Legenda (-): ndo apresentou halo de inibi¢do

A triagem enzimatica realizada com os 43 fungos endofiticos isolados revelou variagdes

na capacidade de producao de enzimas hidroliticas, conforme apresentado na Tabela 4. Dos 45
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isolados obtidos inicialmente, dois ndo apresentaram crescimento durante o processo de
reativagdo e, portanto, ndo foram incluidos nos ensaios enzimaticos. A atividade foi avaliada
com base no indice enzimdtico (IE), sendo considerados como indicativos de atividade
significativa os valores iguais ou superiores a 2,0 em meio solido, medindo os resultados

positivos conforme ilustra a Figura 11.

Os ensaios enzimaticos realizados com os fungos endofiticos isolados demonstraram a
capacidade desses microrganismos em produzir diferentes enzimas hidroliticas (Figura 11). Na
atividade celulolitica (Figura 11A), os isolados CfP3F1C2 (ponto 16) e CfP3F1C1 (ponto 14)
apresentaram indices enzimaticos (IE) de 1,26 e 1,03 respectivamente, mesmo sendo valores
baixos, essas duas cepas apresentaram certa capacidade de degradar celulose. A atividade
lipolitica frente ao Tween® 80 - esterase (Figura 11D) foi positiva para o isolado CfP3F1A2
(ponto 12), com IE de 1,81. Por outro lado, a atividade lipolitica utilizando Tween® 20 como
substrato (Figura 11C) foi observada nos isolados CfP4F2A1 (ponto 34; IE 3,73), CfP4F1A1
(ponto 28; IE 1,94), CfP4F3B2 (ponto 40; IE 4,81) indicando elevado potencial lipolitico.

A atividade amilolitica (Figura 11F) foi detectada no isolado CfP2F2B (ponto 7; IE
1,04), demonstrando capacidade de degradacdo de amido. Na atividade proteolitica (Figura
11B), o isolado CfP3F1C1 (ponto 13; IE 1,23), observou-se a formag¢do de halo de hidrolise
proteica e pectatoliase (Figura 11E) com um sé fungo CfP2F2B (ponto 7; IE 1,13). Entre as
enzimas testadas, a atividade lipolitica foi a mais frequente e expressiva, com diversos isolados
apresentando IE elevados, especialmente nos ensaios com o substrato Tween® 20. O isolado
CfP4F1B1 destacou-se com um IE de 5,37 para lipase, seguido pelos isolados CfP4F3B2 e
CfP4F3B1, com IE de 4,81 ¢ 4,50, respectivamente. Esses valores indicam forte capacidade de

producao de lipases extracelulares em condicdes de cultivo solido.

A atividade lipolitica esteve presente em um total de 78,6% dos fungos estudados em
Tween® 20 (33 de 43 fungos endofiticos) e 38,1% dos fungos em Tween® 80, de acordo ao
com o Gréfico 1. A predominancia da atividade lipolitica entre os fungos endofiticos isolados
de C. arabica esta de acordo com a literatura, que destaca a abundancia de compostos lipidicos
e cerosos em tecidos de café (Murthy e Naidu, 2012). Estudos anteriores também relataram
uma alta frequéncia de atividade lipolitica em isolados endofiticos de café, como observado por
Monteiro et al. (2020), que relataram obtiveram 88,8% dos isolados positivos de fungos

endofiticos do género Induratia.
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Figura 11- Fotografia de placas indicando as atividades enzimatica de fungos endofiticos
isolados de Coffea arabica.

Fonte: Do autor (2025).

Legenda: (A) Atividade celulolitica (ponto 16: CfP3F1C; ponto 14: CfP3F1C1). (B) Atividade proteolitica (ponto
13: CfP3F1C1). (C) Atividade lipolitica (ponto 34: CfP4F2A1; ponto 28: CfP4F1AT1; ponto 40: CfP4F3B1). (D)
Atividade esterase (ponto 12: CfP3F1A2). (E) Atividade pectato liase (ponto 7: CfP2F2B). (F) Atividade amilase
(ponto 7: CfP2F2B).

Grifico 1- Frequéncia da atividade enzimatica da lipase, esterase, amilase, celulase, e protease
e pectato liase para os endofitos isolados de C. arabica.
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Fonte: Do autor (2025).
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A alta produgdo de lipases pode estar diretamente relacionada as caracteristicas
bioquimicas do hospedeiro, considerando que os tecidos foliares do cafeeiro apresentam
concentracoes elevadas de compostos lipidicos, incluindo ceras epicuticulares e uma matriz rica
em acidos graxos poli-insaturados, como o 4cido a-linolénico (C18:3), acido linoleico (C18:2)
e acido oleico (C18:1), além de quantidades expressivas de oxilipinas derivadas da peroxidacao
de PUFAs (Acidos graxos poliinsaturados) como os fitoprostanos e fitofuranos, produtos de
oxidagdo ndo enzimatica do acido linolénico como demonstrado por Crisafulli e Navarini

(2023), e o determinado na revisao de Hoseini et al. (2021).

A presenga constante desses compostos hidrofobicos nas folhas de café nao apenas
funciona como barreira fisica e quimica contra estressores ambientais, mas também serve como
sinal molecular e substrato para os endoéfitos, que, para colonizar de forma eficiente esse
microambiente, ativam rotas metabolicas associadas a sintese de lipases extracelulares. De
acordo com Usman et al. (2023) e Kuzniak e Gajewska (2024), as lipases sdo uma das principais
enzimas extracelulares sintetizadas por endoéfitos, desempenhando um papel ecoldgico
fundamental na colonizagdo de tecidos vegetais hidrofobicos, além de apresentarem grande
relevancia para aplicagdes industriais, especialmente nas industrias alimenticia, farmacéutica,

de detergentes e biocombustiveis (Castro et al., 2004)

Este padrao também reflete uma tendéncia observada na revisao de Duran et al. (2021),
sobre bioprospeccdo de subprodutos do café, que destaca enzimas como lipases e proteases
como ferramentas-chave na bioconversao de biomassa e no desenvolvimento de processos
sustentaveis. Assim, nossos resultados reforgam a hipdtese de que a predominancia da atividade
lipolitica nos endofitos de C. arabica representa uma adaptagdo ecologica fortemente
correlacionada a composicdo lipidica de seus tecidos foliares, consolidando esses

microrganismos como fontes promissoras de lipases para diversas aplicagdes biotecnologicas.

As demais atividades hidroliticas estudadas, como amilase e pectinase (pectato liase)
com 2,3%, celulase 25,6% e protease com 37,2% foram pouco frequentes entre os 43 fungos
endofiticos avaliados. A andlise dos indices enzimaticos determinou que a grande maioria dos
isolados fungicos apresentou uma baixa taxa de produgdo extracelular dessas enzimas por esses
microrganismos isolados neste estudo, pelo menos quando cultivados em meio solido,
conforme observado no Grafico 2A. O Grafico 2B mostra valores menores de indices
enzimaticos IE <2. No entanto, essa baixa atividade pode estar relacionada ao tipo de ambiente

onde esses fungos vivem, o interior das folhas de C. arabica e possa ser interpretado como o
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indica a Figura 12, inicialmente, como uma limitagdo fisiologica como estratégia adaptativa

para evitar a ativacdo da imunidade vegetal (Jones e Dangl, 2006).

Figura 12. Interacdo bioquimica planta-fungo durante a colonizagdo endofitica em C. arabica.
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Fonte: Fonte: Do autor (2025). Figura criada em Biorender.com.

Legenda: Representagfo da colonizagio endofitica mediada por enzimas, na qual a degradacéo de lipidios foliares

libera acidos graxos que ativam a via da lipoxigenase ¢ a sinalizagdo do acido jasmonico.

Grifico 2- Producdo e variabilidade da atividade enzimatica de fungos endofiticos de café.

A Atividade enzimtica em fungos do café B Producio média de enzimas por fungos endofiticos
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Fonte: Do autor (2025).

Legenda: Grafico (A). Indica a atividade enzimatica, ; Grafico (B). Indica a atividade média das enzimas estudadas.
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Segundo o modelo “zig-zag” de Jones e Dangl (2006), a liberagdo de fragmentos
derivados de parede celular vegetal ou fungica MAMPs (Padrdes moleculares associados a
microbios) / PAMPs (Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos) por enzimas microbianas
pode ativar receptores de padrao (PRRs - Receptores de reconhecimento de padrdes) e
desencadear imunidade basal (PTI - Imunidade desencadeada por padrdes). Portanto, reduzir a
producdo de enzimas como amilases, celulases, pectinases e proteases pode ser uma forma de

0s microrganismos permanecerem "invisiveis" ao sistema imune da planta (Figura 12 e 13).

Figura 13. Esquema do mecanismo de acdo em ziguezague de fungos endofiticos associados a
C. arabica na ativagdo de respostas defensivas e protecdo foliar.
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Fonte: Adaptagdo de Kuzniak e Gajewska, 2024; Asad et al., 2023; Monteiro et al., 2020; Jones & Dangl, 2006

Legenda: Os endofitos induzem a producdo de metabdlitos secundarios e ativam respostas imunes, como a
imunidade desencadeada por efetores (ETI) e a resposta de hipersensibilidade (HR), mediadas pelo acido salicilico

e pelo acido jasmonico, contribuindo para a protegdo foliar contra patdogenos e processos de colonizagio.

Como explicam Dora et al. (2022), muitos microrganismos evitam produzir enzimas
que degradam a parede celular da planta para ndo ativar o sistema de defesa da plantamesma.
Produzir essas enzimas em excesso poderia fazer com que a planta reconhecesse o fungo como
uma ameaga, rompendo a relacdo simbiotica, conforme mostrado na Figura 13 (Jones e Dangl,

2006). Adicionalmente, Asad et al. (2023) ressaltaram que muitos fungos endofiticos
54

.. (. arabica

Fase 3 (ETI +TIR)



associados ao cafeeiro promovem crescimento e prote¢do de plantas sem recorrer a degradagao
extensiva da parede celular, priorizando mecanismos de sinaliza¢do, modulagdo hormonal e
producao de metabolitos secundarios. Assim, a baixa atividade hidrolitica observada para
amilase, celulase, pectinase e protease, neste estudo, pode refletir uma estratégia ecologica de

colonizagdo comensal ou mutualistica.

5.4 Avaliacio da atividade antimicrobiana pelo método do agar em bloco.

A atividade antimicrobiana dos fungos endofiticos foi avaliada frente a Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 25922) e Candida albicans (ATCC 09548),
expressa como halo de inibicdo em milimetros conforme apresentado na Tabela 5. O isolado
CfP1F3A apresentou o maior halo contra S. aureus (16,9 mm + 0,2), seguido por CfP3F1A1
(11,5 mm £ 0,3), CfP2F2B (5,9 mm + 0,1) e CfP4F4A1 (8,9 mm =+ 1,3). Este ultimo apresentou
uma atividade de inibi¢ado média de 8,9 mm com um elevado desvio padrdao (DP = 1,3), pois,
uma das réplicas realizadas sob as mesmas condi¢des, ndo apresentou atividade antimicrobiana.
A auséncia na duplicata aumentou a variabilidade entre os valores medidos. Em relacdo a C.
albicans, apenas CfP4F4A1 apresentou atividade, formando um halo de 12,4 + 0,4 mm e no
caso da E. coli, nenhum fungo endofitico apresentou atividade em pelo método do agar em
bloco. Esses resultados indicam que CfP1F3A apresentou acdo contra uma bactéria Gram-

positiva, enquanto CfP4F4A1 revelou atividade antifungica frente a levedura patogénica.

A atividade antimicrobiana observada nos isolados CfP1F3A e CfP3F1A1 contra S.
aureus (Figura 12) pode estar relacionada a produgao de metabolitos secundarios com afinidade
pela parede celular bacteriana. As bactérias gram-positivas sdo ricas em peptidoglicanos (Sette
et al., 2006; Guimaraes et al., 2021; Do Espirito Santo et al, 2023). Compostos como
alcaloides, quinonas e terpenoides sdo frequentemente descritos na literatura como eficazes
contra esse grupo bacteriano. No estudo de Guimaraes et al. (2021) em plantas do café, foi
demonstrado que fungos endofiticos do género Induratia apresentaram alta eficiéncia contra S.
aureus devido a producdo de compostos organicos volateis (COVs) e metabdlitos ndo volateis,
0s quais inibiram o crescimento bacteriano e reduziram a formacao de biofilme pré-existente.
Esses compostos podem interferir em fungdes vitais da bactéria, como a integridade da
membrana, a sintese proteica e a atividade enzimatica, resultando em efeitos antibacterianos

promissores para aplicagdes no controle bioldgico e na satide publica.
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Tabela 5- indice de atividade antimicrobiana e antifingica dos fungos endofiticos isolados.

Patogeno - Halo antimicrobiano (mm)

Endofito S. aureus (ATCC C. albicans (ATCC E. coli (ATCC
6538) 09548) 25922)

CfP1AIB - - -
CfP1F1C - - -
CfP1F3A 16.,940.,2 - -
CfP1F3Al - - -
CfP2F1C - - -
CfP2F2B 5.,9+0.,1 - -
CfP2F2D - - -
CfP2F3B - - -
CfP2F3C - - -
CfP3F1Al 11,.5+0.,3 - -
CfP3F1A2 - - -

CfP3F1C1 -
Branco

CfP3FIC1 -
colorido

CfP3F1C2 -
Branco

CfP3FIC2 -
Colorido

CfP3FIDI - - -
CfP3F1D2 - - -
CfP3F2A - - -
CfP3F2B - - -
CfP3F2B1 - - -
CfP3F2B2 - - -
CfP3F3C - - -
CfP3F2C1 - - -
CfP3F2C2 - - -
CfP3F2D1 - - -
CfP3F2D2 - - -
CfP4F1Al - - -
CfP4F1A2 - - -
CfP4F3Al - - -
CfP4F3A2 - - -
CfP4F1B1 - - -
CfP4F1B2 - - -




(Continuagao)

Patogeno - Halo antimicrobiano (mm)

Endofito S. aureus (ATCC C. albicans (ATCC E. coli (ATCC
6538) 09548) 25922)

CfP4F1B2 - - -
CfP4F2A1 - - -
CfP4F2A2 - - -
CfP4F2A3 - - -
CfP4F2A4 - - -
CfP4F4A1 8.,9+1.,3 1.,2+0.,4 -
CfP4F3Bl1 - - -
CfP4F3B2 - - -
CfP4F2B1 - - -
CfP4F3B3 - - -

CfP4F2B2 - - -

Fonte: Do autor (2025).

Legenda: (-) ndo foi detectado halo de inibigdo

Por outro lado, o isolado CfP4F4A1 (Figura 13), destacou-se frente a Candida
albicans, indicando a possivel producao de compostos com agdo antifingica, os quais podem
atuar na sintese de ergosterol, na integridade da membrana ou na parede celular do fungo. Esse
comportamento diferencial reflete a diversidade metabolica dos fungos endofiticos, que podem

produzir substincias bioativas especificas conforme o alvo biologico.

Devido aos compostos presentes na planta do café, trabalhos como os de Calheiros et
al. (2023), mostraram extratos de café contra patdgenos fungicos que apresentaram atividade
contra as espécies Trichophyton mentagrophytes e T. rubrum (fungos dermatofitos), mas nao
demonstraram bons resultados contra espécies do género Candida. Entretanto, na discussao do
estudo, os autores destacaram que compostos fendlicos presentes nos extratos, como os acidos
hidroxicinamicos esterificados com &cido quinico, incluindo o &cido 5-O-cafeoilquinico

apresentou propriedades antioxidantes e antimicrobianas contra Candida.
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Figura 14- Fotografias de placas Petri com a presenga de halos de inibi¢ao contra S. aureus por
endofitos de café.

CfP3F1A1 CfP1F3A

Fonte: Do autor (2025).

Legenda: As fotografias representam placas de Petri contendo meio BHI suplementado com 2% de 4gar nutritivo,
semeadas com S. aureus (ATCC 6538). As placas foram utilizadas para avaliar a atividade antibacteriana de fungos
endofiticos isolados de C. arabica. Halos de inibi¢ao do crescimento bacteriano sdo observados ao redor do ponto
de inoculagdo dos isolados endofiticos, com destaque para o isolado CfP3F1A1 (11) e CfP1F3A (3).

Na Figura 13 foi possivel observar a formagdo de halo de inibi¢do ao redor do fungo
CfP4F4A1 (ponto 38). Estudos como os de Kalinowska et al. (2018) e Suarez-Quiroz et al.
(2013) confirmam a atividade antifungica de compostos como o acido 5-O-cafeoilquinico e
seus ésteres alquilados contra espécies de Candida e Aspergillus, evidenciando inibigao
significativa do crescimento fingico. Além disso, Bajko ef al. (2016) demonstraram que esses
extratos sdo capazes de reduzir de forma expressiva os niveis de ergosterol, quitina e -(1,3)-
glucano — componentes estruturais essenciais para a integridade e funcionalidade da célula
fingica. Em contraste, no presente trabalho, o isolado endofitico CfP4F4A1 apresentou

atividade antifingica contra C. albicans.

O trabalho de Lu et al. (2022) relataram que fungos endofiticos isolados de Coffea
arabica apresentaram ampla diversidade metabolica e capacidade de produzir compostos
bioativos com potencial de controle bioldgico sobre fitopatdogenos e microrganismos humanos.
Embora o estudo ndo tenha testado diretamente espécies de Candida, os autores destacaram o
potencial desses fungos para inibir uma ampla gama de patdgenos através da produgao de

compostos fendlicos, terpenoides, alcaloides e COVs.
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Figura 15 - Halos de inibi¢do de C. albicans para endofitos de café.

CfP4F4A1

Fonte: Do autor (2025).

Legenda: As fotografias representam placas de Petri contendo meio BHI suplementado com 2% de agar nutritivo,
semeadas com C. albicans (ATCC 09548).. Halo de inibigdo do crescimento de C. albicans ao redor do ponto de
inoculagdo do isolado endofitico CfP4F4A1 (38), evidenciando a atividade antifingica do isolado.

5.5 Co-cultura de isolados endofiticos de café com atividade antimicrobiana.

Adicionalmente, neste trabalho, foi realizado um ensaio de co-cultura utilizando os
isolados CfP1F3A e CfP3F1A1 (Figura 14), previamente selecionados por sua atividade
antimicrobiana frente a S. aureus. A interagcdo flngica observada na co-cultura resultou na
formagdo de uma interface pigmentada (amarela), indicando uma possivel ativagdo de rotas
biossintéticas silenciosas, que ndo foram detectadas quando os isolados foram cultivados
separadamente. Este fendmeno esta de acordo com o que tem sido amplamente discutido na
literatura sobre co-cultivo de fungos endofiticos (Knowles et al., 2022; Wu et al., 2024; Tironi
et al., 2024), onde a competicio por espaco e nutrientes simula o ambiente natural, induzindo
estresse metabolico e, consequentemente, a producao de metabdlitos secundarios ndo expressos

em monoculturas.

A geragdo de pigmentos na interface dos micélios pode estar relacionada a produgao de
compostos fendlicos, quinonas ou melaninas, frequentemente associadas as fungdes ecoldgicas
como defesa quimica e sinalizagdao. Segundo Tironi ef al. (2024), interagdes fungicas podem
desencadear a biossintese de metabodlitos com atividades antimicrobianas e antifingicas, bem
como a produc¢do de pigmentos, resultado de um mecanismo de defesa ou competi¢do. Além
disso, Wu et al. (2024) demonstraram que co-culturas envolvendo Aspergillus fumigatus e

Alternaria alternata associados ao cafeeiro resultaram na producdo de novos derivados
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cicloexendnicos com potente atividade antifiingica, que ndo foram detectados em culturas

1soladas.

Figura 16 - Co-cultura dos fungos endofiticos CfP1F3A e CfP3F1Al.

Formagdo de pigmento

Fonte: Do autor (2025).

Legenda: Observa-se a formagdo de pigmento na regido de contato entre as coldnias (indicada pelas setas),
sugerindo a ativagdo de vias metabdlicas secundarias induzidas pela interagdo interespecifica. As diferengas de

coloragdo e morfologia micelial entre os isolados refletem padrdes distintos de crescimento e resposta a co-cultura.

Portanto, a formagao de pigmentos observada na co-cultura dos isolados CfP1F3A e
CfP3F1A1 sugere uma interacdo bioquimica relevante, com potencial geracdo de novos
metabolitos de interesse biotecnologico. Esse resultado abre perspectivas para estudos futuros,

visando a identificagdo e caracterizagdao desses compostos.

5.6 Caracterizacao dos extratos de acetato de etila obtidos por fermentacio estatica e
agitada.

Diversos parametros de cultivo, como o modo de agitacdo (ou a sua auséncia), a
presenca de NaNOs, o pH e o tempo de fermentacdo, podem afetar o crescimento fliingico e a
producao de metabdlitos secundarios, conforme destacado na revisao de Hashem et al. (2023).
Segundo este autor, os fatores fisico-quimicos do meio (composi¢do de carbono e nitrogénio,
pH, temperatura, agitacdo e tipo de substrato) constituem uma estratégia para otimizar a
biossintese de compostos bioativos, ativar vias metabdlicas inativas e aprimorar o perfil

quimico dos extratos fingicos.
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O fungo endofitico CfP1F3A foi selecionado para ser cultivado em meio liquido por
apresentar o maior halo de inibi¢do contra S. aureus e apresentar um crescimento significativo
em meio solido, sugerindo potencial para producdo de antimicrobianos. Neste estudo de
bioprospeccdo, foram implementadas variagdes na presenga da fonte de nitrogénio e nas
condi¢des fisicas do meio de cultura, comparando o cultivo realizado em modo agitado e
estatico, em diferentes dias. Por se tratar de um estudo preliminar e exploratério, nao foi
realizado um planejamento experimental, em vez disso, foram feitas pequenas alteragdes para
verificar se ocorriam mudangas, que poderiam ativar novas vias metabolicas e promover a
producdo de compostos distintos. Portanto, este trabalho foi exploratdrio e abre caminho para

pesquisas futuras.

No cultivo em modo estatico, realizou-se uma fermentagdo com nitrato € outra sem
(fonte de NaNO3), conforme descrito na Tabela 6 e no Grafico 3. Os cultivos foram finalizados
nos dias 10, 15 e 20. Durante os primeiros 10 dias, sem adi¢ao ao meio de NaNOs (F3E0S), o
fungo apresentou baixa biomassa (0,098 g). O extrato acetato de etila (AcOEt) proveniente
deste cultivo apresentou massa de 40 mg, o que pode ser resultado do estresse induzido pela

limitagdo de nitrogénio (Widjajanti et al., 2022; Wang et al., 2025).

Apos o 15°. dia de cultivo em meio estatico, sem NaNOs (F3E;sS), o fungo apresentou
uma biomassa de 0,389 g. Apds estes cinco dias adicionais de cultivo, observou-se um aumento
de 0,291 g, sugerindo que, na auséncia de nitrato, o microrganismo continua a priorizar o
crescimento micelial mesmo em condigdes de limitacdo de nitrogénio. Contudo, a produgado de
metabolitos extracelulares foi baixa, atingindo apenas 4 mg, indicando que a deficiéncia de
nitrogénio favorece o crescimento, mas nao a sintese de metabolitos secundarios. Resultados
semelhantes foram relatados por Widjajanti et al. (2022), que observaram uma relagao inversa
entre a disponibilidade de nitrogénio e a produ¢do de metabdlitos em condigdes de estresse por
nitrogénio.

Por outro lado, no cultivo estatico suplementado com nitrato, durante o mesmo periodo
experimental, apresentou uma biomassa de 0,695 g, ou seja, 0,597 g a mais do que na condig¢do
com NaNO:s aos 15 dias (F3E5N). Esse aumento sugere que o fungo utiliza eficientemente o
nitrogénio inorganico para promover o crescimento micelial. Nessa condi¢do, a producdo de
metabolitos atingiu 15 mg, indicando que, embora o nitrato estimule o acimulo de biomassa,
ele pode reduzir a pressdo metabdlica em direcdo a sintese de metabdlitos secundarios
(Tudzynski., 2014; Krysenko e Wohlleben., 2024). E, apos 20 dias de cultivo (F3E20S), com o

meio estatico sem NaNOs3; houve um aumento na biomassa para 4,209 g, refletindo que o fungo
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atingiu a fase estaciondria, acumulando micélio, provavelmente devido a restricdo de Oz e
auséncia de estresse mecanico. A producdo de metabolitos foi de 44 mg, a maior no cultivo
estatico, indicando maior biomassa, maturacao do cultivo e, provavelmente, maior producao de

metabolitos.

Em meio agitado, conforme mostrado na Tabela 6, os caldos foram avaliados ap6s os
dias 6, 12 e 18. No dia 6° (F3AsN), a biomassa apresentada foi baixa, de 0,022 g. talvez a
agitacdo em 200 rpm, fez com que o micélio sofresse fragmenta¢do mecanica, retardando seu
crescimento inicial, mesmo assim, o extrato AcOEt apresentou massa de 16 mg. Possivelmente,
o estresse fisico estimulou vias metabolicas secundarias, como observado no trabalho de

Ramirez-Villalobos et al. (2023), mas o fungo se encontrava no inicio de seu crescimento.

No 12° dia (F3A12N) houve um actiimulo de biomassa de 0,277 g, visto que o micélio ja
havia se adaptado a agitacdo. O extrato AcOEt apresentou massa de 32 mg. No 18° dia, a
biomassa diminuiu para 0,082 g. De acordo com os trabalhos de Liu ef al. (2021) e Suharsanti
et al. (2022), a agitagdao pode esgotar o micélio em algumas espécies, diminuindo a biomassa,
mas estimula a producao de metabdlitos devido ao estresse fisico. Neste estudo, foram obtidos
30 mg no 18° dia (F3AisN), o que estd de acordo com outros estudos e possivelmente

relacionado a ativagdo de vias metabolicas sob condicdes de estresse.

Em seguida, duas biomassas fingicas foram selecionadas para realizar extracdes com
AcOEt para obtenc¢do de extratos do micélio, originando extratos com substancias presentes
dentro das células, seus cddigos F3E2S e F3A 12N (Tabela 6), que foram duascujas condig¢des
com geraram as maiores biomassas. A decisao de analisar o micélio baseou-se em estudos como
os de Musthafa et al. (2021) e Wu et al. (2022). O maior rendimento deo extrato AcOEt foi
para F3E2oSwm foi de (152 mg), enquanto, o maior rendimento; esse rendimento mais elevado
permitiu a obtencdo de quantidades suficientes de extrato para realizar analises quimicas e
atividades bioldgicas. Em compara¢do, o rendimento do extrato do micélio de F3A12Nwm foi de

26 mg. As atividades antimicrobianas dos extratos serdo avaliadas em etapas futuras.
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Tabela 6 - Variaveis de cultivo, biomassa do endoéfito (g) e massas dos extratos AcOEt (mg)
obtidas a partir do caldo de cultivo e do micéliodo fungo endofitico em apds diferentes dias de
fermentagao.

Condicao Codigo  Dia pH Biomassa (g) AcOEt (mg)
Extrato AcOEt caldo
Estatico sem NaNOs F3E10S 10 5.9 0.098 40
Estatico sem NaNOs F3EisS 15 4.66 0.389 4
Estatico com NaNOs3 F3EisN 15 4.68 0.695 15
Estatico sem NaNO3 F3E20S 20 5.98 4.209 44
Agitado com NaNO; F3A¢N 6 4.65 0.022 16
Agitado com NaNOs; ~ F3A;pN 12 4.64 0.277 32
Agitado com NaNOs ~ F3A;sN 18 59 0.082 30
Extrato AcOEt micélio
Estatico sem NaNO3; ~ F3E2Sm 20 5.98 4.209 152
Agitado com NaNO3  F3A PNy 12 4.64 0.277 26

Fonte: Do autor (2025).

Tabela 7 - Producao de biomassa fungica e metabdlitos secundarios a partir do micélio de
CfP1F3A a partir dos extratos F3E20S e F3A12N.

Condicao Codigo Dia pH Biomassa (g) AcOEt (mg)
Estatico sem NaNOs  F3E2oSwm 20 5.98 4.209 152
Agitado com NaNO3  F3A12Nwm 12 4.64 0.277 26

Fonte: Do autor (2025). Grafico 3- Variagdes do pH do meio de cultivo durante o crescimento do

fungo CfP1F3A em condigdes estaticas e agitadas.
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Legenda: Variacao de pH: linha azul = cultivo estatico; linha vermelha = cultivo agitado

Em relagdo ao pH do caldo apds o crescimento do fungo, ambas as condig¢des
apresentardo apresentaram acidificacdo do meio, conforme indicado no Gréfico 3, caracteristica
de uma possivel fase metabdlica ativa associada a producao de acidos organicos, seguida por
um aumento parcial do pH nos ultimos dias. Trabalhos como o de Li ef al. (2025) relacionam
o pH a produgdo de compostos antibacterianos pelo fungo endofitico Rhizoctonia bicornis,
obtido da planta Chisandra chinensis, onde o pH 5,0 permitiu maior atividade antimicrobiana
contra MRSA. Outros estudos, como o de Abdelghany et al. (2021), determinaram que o fungo
endofitico Aspergillus obtido de uma alga apresentou produgao de metabolitos em faixas de pH
entre 6 ¢ 4 e relataram que o extrato com maior citotoxicidade foi obtido apos 21 dias de
incubacdo estatica; sua extracao foi realizada utilizando acetato de etila. Esses estudos sugerem
que a manipulagdo do pH permite simular as condi¢des de estresse do ambiente natural do fungo
(como o interior da planta), o que ativa os genes responsaveis pela producao de metabolitos de

defesa.

Observou-se que o crescimento da biomassa no Grafico 4 apresentou diferencas entre
as condigdes estaticas (Grafico 4A) e agitadas (Grafico 4B). Em condigdes estaticas, o fungo
passou por um periodo prolongado de desenvolvimento lento (dias 0-15), seguido por um
aumento abrupto da biomassa no dia 20. Esse comportamento indica uma fase estendida de
adaptagdo ao meio antes de entrar em crescimento acelerado. Por outro lado, no meio agitado
praticamente nao houve aumento de biomassa. Revisdes como as de Venugopalan et al. (2015)

e trabalhos como Hawar (2022) sugerem que a agitacdo pode provocar estresse mecanico,
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fragmentacao hifal ou at¢ mudangas na disponibilidade de oxigénio, fatores que dificultam a

formagdo de um micélio denso e compacto.

No Grafico 4 também se observa a evolucao da produ¢do de metabdlitos secundarios do
fungo CfP1F3A nas duas condi¢des fermentativas. Em cultivo estatico, a biomassa aumentou
até alcangar um valor elevado aos 20 dias, indicando que a auséncia de agitagdo tende a gerar
um microambiente mais estavel, com menor estresse mecanico e maior possibilidade de
formagdo de micélio agregado. Entretanto, a produ¢dao de metabolitos exibiu um padrdo nao
linear, com um pico na fase intermedidria e posterior queda abrupta. Esses resultados podem
estar associados tanto a limitacdes de oxigénio quanto ao inicio de processos de autolise que

reduzem a capacidade metabolica ativa do fungo (Hawar, 2022).

Nas condic¢oes agitadas, o comportamento foi distinto. Embora a biomassa nao tenha
aumentado de forma significativa, os metabodlitos apresentaram um pico tardio e menos
pronunciado. Esse padrdo pode refletir o impacto da agitagdo sobre a fisiologia do fungo: além
de fragmentar o micélio, a agitagao pode acelerar o esgotamento de nutrientes ou favorecer a
dispersdo e até a degradacdo de metabolitos ja formados (Venugopalan ef al., 2015). Assim, a
sinalizacdo celular envolvida na sintese de compostos secundarios pode ser alterada, reduzindo

sua produ¢do maxima.

Os resultados reforcam que as condigdes estaticas beneficiaram o acumulo de biomassa,
enquanto a agitagdo pode ter produzido um estresse fisico que modulou tanto o crescimento
quanto o perfil metabodlico. Essa comparacao destaca a sensibilidade do fungo as condi¢des
fisico-ambientais do cultivo e evidencia a importincia de selecionar uma condicdo de
fermentacdo que favoreca o microrganismo, seja para maximizar a biomassa ou para

intensificar a produgdo de metabolitos.

Grifico 4 - Dinamica da producao de biomassa e metabolitos secundarios (extrato AcOEt) do
fungo endofitico CfP1F3A.
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Legenda: A. Fermentacdo estatica. B. Fermentagao agitada

5.7 Analise por cromatografia em camada delgada (CCD) de extratos de CfP1F3A.

Na Figura 15, observam-se os perfis cromatograficos (CCDs) dos extratos AcOEt
provenientes do cultivo do fungo CfP1F3A, em diferentes condigdes estdtica e agitada. As
CCDs foram submetidas a diferentes revelacdes realizadas com reveladores fisicos e quimicos
e organizadas em quatro painéis: (A) deteccdo sob luz UV a 365 nm, (B) detecgdo sob luz UV
a 254 nm, (C) revelacdo com anisaldeido e (D) revelacdo com reagente fosfomolibdico. Cada

placa de CCD contém todos os extratos (1-9, conforme mostrado na Tabela 78).

Figura 17 - Perfil cromatografico dos extratos por CCD.
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Fonte: Do autor (2025).

Legenda: (A). UV em 365 nm. (B). UV em 254 nm (C). Anisaldeido (D). Fosfomolibdico. Identificacdo das
amostras: 1. Fermentagdo estatica sem NaNOs por 10 dias; 2. Fermentagdo estatica sem NaNOs por 15 dias; 3.
Fermentagdo estatica com NaNOs por 15 dias; 4. Fermentacdo estatica sem NaNOs por 20 dias; 5. Micélio
proveniente de fermentagdo estatica sem NaNOs por 20 dias; 6. Fermentagdo agitada com NaNOs por 6 dias; 7.
Fermentag@o agitada com NaNQOs por 12 dias; 8. Micélio proveniente de fermentagdo agitada com NaNOs por 12

dias e 9. Fermentag@o agitada com NaNO:; por 18 dias.

As placas de CCD representadas pelas fotografias 15 A e 15 B, reveladas,
respectivamente, sob a luz em 365 e 254 nm apresentam manchas mais pronunciadas,
principalmente nos extratos 4, 5 e 7, cujas manchas apresentam Rf (fator de reten¢do) indicado
na Tabela 7. Os extratos 4 = (F3E20Sm), 5 = (F3E20S) e 7 (F3A12Nwm) apresentam manchas com
Rf muito proximas, sendo que 4 e 7 sdo extratos obtidos a partir do micélio e o 5, extrato obtido
de uma fermentag¢ao estatica avaliada ap6s 20 dias de cultivo. Estas manchas indicam a presenga
de compostos que absorvem a luz nos respectivos comprimentos de onda devido a sistemas
aromaticos (grupos cromoéforos) que podem ser conjugados e rigidos, pelo menos os que
emitem fluorescéncia. O mesmo foi indicado com a revelacdo com acido fosfomolibdico
(substancias redutoras). Na revelacdo com anisaldeido, que revela diferentes tipos de
compostos organicos, foi possivel observar manchas escuras Rf entre 0,60 - 0,66 ¢ manchas
amarelas em valores de Rf ~ 0,41 nos extratos 2 e 5. A revelagdo com anisaldeido pode indicar
a presenca de diferentes compostos, por exemplo, manchas mais escuras (compostos fenélicos,

terpenoides ou substancias com grupos funcionais como aldeidos e cetonas) enquanto cores
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mais claras como o amarelo pode indicar a presenca de aminas ou mesmo alcaloides, porém, as

cores apresentadas irdo depender da estrutura quimica da molécula avaliada.

A revisdo de Kowalska ef al. (2022) corrobora essa interpretacdo ao demonstrar que
extratos fungicos apresentam substancias com cromoforos detectaveis a 254 nm, validando as
observagoes realizadas. Assim, os perfis obtidos para F3E20Sm, F3E20S e F3A12Nwm indicam a
presenca de estruturas quimicas capazes de absorver nessa faixa do ultravioleta, geralmente

associadas a anéis aromaticos ou sistemas conjugados.

A visualizagdo a 365 nm (Figura 12.A) permite identificar seletivamente compostos
capazes de emitir fluorescéncia, ou seja, a fluorescéncia ¢ evidenciada pelos valores de Rf
observados para F3E20Swm, F3E20S € F3A12Nwm. Uma resposta fluorescente indica a presenca de
estruturas moleculares altamente conjugadas ou compostos heterociclicos que, quando
excitados por luz ultravioleta, emitem luz caracteristica. Esse comportamento ¢ tipico de varios
metabolitos secundarios fungicos, como derivados fendlicos, alcaloides, polipeptideos
aromaticos e lactonas conjugadas, que apresentam sistemas 7 estendidos ou nucleos aromaticos

substituidos capazes de estabilizar o estado excitado (Miller, 1999; Gao et al., 2021).

Foram utilizados outros reveladores, como reagente de Dragendorff (alcaloides), FeCls
(fendlicos) e ninhidrina (aminas primdrias e secundarias), ndo sendo observadas manchas

caracteristicas com cada um desses reveladores.
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Tabela 7 - Valores de Rf obtidos para os extratos CfP1F3A em diferentes métodos de
visualiza¢dao na CCD.

Codigo Namero em 254 nm 365 nm Anisaldeido Acido
CCDh fosfomolibdico
F3E10S 1 - - - -
F3EisS 2 - - 0.41 -
F3E1sN 3 - - - -
F3E20Sm 4 0.70 0.60 0.61 0.62
F3E20S 5 0.74 0.62 0.66 0.67
0.41
F3AsN 6 - - - -
F3A12Nm 7 0.72 0.66 0.80 -
0.10

F3A12N 8 - - - -
F3AisN 9 - - - -

Fonte: Do autor (2025).

6. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que os fungos endofiticos associados a C. arabica
apresentam diversidade morfoldgica e metabodlica relevante, evidenciada tanto na variabilidade
de crescimento micelial quanto na capacidade de produzir enzimas hidroliticas e compostos

antimicrobianos.

A triagem enzimatica em meio sélido revelou predominancia de atividade lipolitica
(76,7%), indicando que lipases sdo, possivelmente, as enzimas mais amplamente secretadas
pelos isolados. Em contraste, as atividades celulolitica (25,6%), proteolitica (37,2%) e
especialmente amilolitica (2,3%) foram menos frequentes, o que pode estar relacionado a

estratégias adaptativas de evasdo da imunidade vegetal.

Na triagem antimicrobiana, trés isolados apresentaram acao significativa: dois fungos,
contra S. aureus (CfP1F3A e CfP3F1A1) e um contra C. albicans (CfP4F4Al), refor¢ando o

potencial desses microrganismos como fontes de compostos com atividade antimicrobiana
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frente a patogenos de interesse clinico. Adicionalmente, a avaliagdo morfoldgica revelou que
53,5% dos isolados apresentaram producao visivel de pigmentos, sendo que 13 dos 43 fungos
exibiram coloragdo marrom intensa, sugerindo potencial produ¢do de melanina. Essa
observacao ¢ respaldada por literatura recente, que associa a melanina fungica a prote¢ao contra
estresses ambientais, além de destacar suas aplicagdes em cosméticos, embalagens

biodegradaveis, eletronica e saide humana.

Adicionalmente, o ensaio de co-cultura entre os isolados CfP1F3A ¢ CfP3F1A1 revelou
uma interagdo fingica caracterizada pela formacdo de pigmentos na interface dos micélios,
indicando que a interagdo competitiva entre os fungos pode estimular a ativagdo de rotas
biossintéticas especificas e a produgao de novos metabolitos ndo observados em culturas

1soladas.

A analise por CCD demonstrou apresentou de forma qualitativamente a influéncia das
condi¢des de cultivo no perfil metabolico do fungo CfP1F3A. Os extratos F3E20Swm, F3E20S
(estatico) e F3A12Nwm (agitado) apresentaram metabolitos secundarios com valores de Rf entre
0,60 e 0,80, visiveis sob luz UV a 254 nm e 365 nm, e reativos com anisaldeido e acido
fosfomolibdico. Essas caracteristicas fisico-quimicas sugerem a presenca de sistemas
conjugados e grupos funcionais compativeis com metabolitos como policetideos aromaticos,
terpenoides oxigenados e compostos fenolicos, estabelecendo uma base sélida para seu

subsequente isolamento e elucidacdo estrutural.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como etapas futuras, como ingressante no doutorado, pretende-se realizar:

* Realizar estudos de planejamento fatorial e aplicar a metodologia de superficie de resposta

(MSR) para otimizar as condigdes de cultivo e fermentagdo de fungos endofiticos selecionados.

* Avaliagdo Avaliar da atividade antimicrobiana dos de todos os extratos obtidos pelo método
da concentragdo inibitoria minima (CIM) e concentragdo microbicida minima (CMM) contra

os patdégenos humanos estudados.

* Identificacdo Identificar do fungo por microcultivo (género) e por biologia molecular

(espécie) com ITS 4 e ITS 5.

* Avaliagdo Avaliar do perfil quimico dos extratos por ressonancia magnética nuclear (RMN)

e por espectrometria de massas (EM).
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* Avaliagdo Avaliar dos extratos obtidos quanto a atividade antioxidante.

Por ser um trabalho de bioprospecg¢ao, este estudo servira como precursor para varios
outros trabalhos de graduacdo e pds-graduagdo devido ao potencial promissor dos fungos
endofiticos isolados do café para producao de biomoléculas. O cultivo do fungo promissor para

producao de lipase e de antimicrobianos em meio liquido podera ser objeto de estudos futuros.
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